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RESUMEN

En el presente trabajo se describen metodologias para la obtencién de sistemas
carbonilicos a,B-insaturados utiles en la obtencion de heteroesteroides utilizando

como materias primas acetato de hecogenina (15) y tigogenina (20).

Debido a la poca disponibilidad de las sapogeninas a nivel comercial, se
decidio llevar a cabo la preparacion de una segunda materia prima que es la
tigogenina (20). La metodologia implica una reaccion tipo Wolff-Kishner sobre 15
gue da como resultado la reduccién del grupo carbonilo en C-12 y a su vez la
hidrolisis del grupo éster para generar el correspondiente alcohol en C-3.
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En primer lugar se planteo la introduccién de una funcion cetona sobre C-23
de las sapogeninas esteroidales (15 y 20). Esta reaccion fue posible realizarla a
temperatura ambiente empleando NaNO,, BF3.OEt, y acido acético obteniéndose

16 y 21 con rendimientos cuantitativos.
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(15) R,=Ac, Ry=0 (16) R;=Ac, R,=O
(20) R,=H, R,=H (21) R,=H, R,=H




En segundo lugar, se llevd a cabo un rearreglo de las 23-oxosapogeninas
16 y 21 para formar las cetonas correspondientes 17 y 22, cuya importancia radica
en la apertura regioselectiva del anillo F de 5 miembros para obtener las cetonas
a,B-insaturadas 18 y 23.

(16) R,=Ac, R,=O (17) R;=Ac, R,=O (18) R,=Ac, R,=O
(21) R;=H, R,=H (22) R,=H, R,=H (23) R;=Ac, R,=H

A continuacion el derivado 18 se tratd con 3-amino-1,2,4-triazol en medio
béasico para la obtencion del derivado esteroidal triazolopirimidina 19.
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De forma analoga se ensayo la formacion del heterociclo de 6 miembros
conteniendo N sobre el anillo F del esteroide, sin embargo no fue posible aislar el
derivado 26.




Asi mismo, se plante6 la formacion de oximas para la posterior formacion
de heterociclos de 5 miembros conteniendo N y O a partir de los derivados 22-
oxosapogeninas 17 y 22.

AcO

Por ultimo se propuso llevar a cabo la formacién de la oxima a,3-insaturada
sobre 23 no obstante no se encontraron las condiciones de reaccion adecuadas

para la formacion del producto deseado.
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1. INTRODUCCION

Los esteroides son un importante tipo de compuestos naturales, en cuya
estructura  siempre esta  presente un  sistema tetraciclico de
ciclopentanofenantreno (1). Su funcionalizacién quimica es muy diversa por lo que
desempefian actividades biol6gicas muy importantes en los seres vivos. Estos
compuestos son muy numerosos y se encuentran en todos los organismos
vegetales y animales, siendo de mas interés los de estos ultimos. El esteroide
animal mas abundante es el colesterol, que por degradacién bioquimica da lugar a
otros esteroides indispensables para la vida, como los acidos biliares o sobre todo

la cortisona (2), asi como hormonas sexuales.

OH

o wOH

Ciclopentanofenantreno (1) Cortisona (2)

Este grupo abarca una gran cantidad de farmacos con accion y aplicaciones
muy diversas. La mayoria de ellos se sintetiza a partir de esteroides naturales. Asi,
una importante materia prima de estos es la sapogenina conocida como
diosgenina (3) aislada por Marker de la raiz de la planta “cabeza de negro”
(Dioscorea macrostachya), planta que crece en muchos paises tropicales, sobre
todo en México. De la diosgenina se obtiene la progesterona (4) y muchos otros

compuestos como anticonceptivos entre otros de interés biolégico®.

! Miramontes, L. E. Rev. Soc. Quim. Mex., 2001, 45, 102-104.




HO Diosgenina (3) Progesterona (4)

0]

Posteriormente Marker aislé a la diosgenina de la Dioscorea composita,
(conocido como barbasco) y la considero como una materia prima adecuada
debido a que es una sustancia que contiene funcionalidades quimicas

interesantes, utiles en la sintesis de compuestos de interés farmaceutico.

Durante muchos afos las sapogeninas se han utilizado como materias
primas para la obtencion de compuestos bioldgicamente activos ya que se les han
realizado muchas transformaciones tanto en los diferentes anillos del nucleo

esteroidal como en la cadena lateral.

Entre los farmacos esteroidales se encuentran las hormonas sexuales, las
hormonas adrenocorticales, los anticonceptivos orales, diversos agentes
metabolicos y muchos agentes antiinflamatorios.? Los esteroides con heterociclos
también tienen importante presencia en la industria farmacéutica por mostrar

también actividad biolégica.’

En la bibliografia se encuentran una gran variedad de esteroides con
heterociclos de piridina, pirazolinas, oxazoles, tiazoles y tiofenos por mencionar
algunos, muchos de estos compuestos han sido aislados de productos naturales u

obtenidos por diferentes vias sintéticas.*

% Barthelemy Gonzalez, C.; Cornago Ramirez, P.; Esteban Santos, S. (2013). La quimica en la vida
cotidiana, Madrid: UNED.

® Ding, H. X.; Liu, K. K.-C.; Sakya, S. M.; Flick, A. C.; O’'Donnell, C. J. Bioorg. Med. Chem. 2013,
21, 2795-2825.

* Mohareb, R. M.; Zaki, M. Y.; Abbas, N. S. Steroids, 2015, 98, 80-91.
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Muchos de los farmacos que actualmente se utlizan tienen efectos
secundarios o son muy caros. Por lo que es importante desarrollar nuevas
estructuras que sean biolégicamente activas, que presentes menos dafios
secundarios al hombre y que a su vez sean mucho mas baratos de tal manera que

permitan un mayor acceso a la gente de menores recursos.

En el presente trabajo se propuso llevar a cabo la sintesis de derivados de
carbonilo a,B-insaturados que sean sintones Utiles para la formacién de nuevos

compuestos heteroesteroidales con posible actividad biolégica.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Sapogeninas esteroidales.

Las sapogeninas, son esteroides de 27 atomos de carbono con una cadena lateral
de tipo espiroacetal. Se encuentran en las plantas en forma de glicésidos
(saponinas) que se hidrolizan por &cidos o enzimas para generar carbohidratos y
una aglicona (sapogenina) la cual puede ser colestanica, furostanica o
espirostanica. Con respecto a las Ultimas, estas mantienen fusionados sus anillos
E y F a través de un carbono espiro. Por ejemplo, la hecogenina se obtiene a partir
de la hidrélisis acida de la saponina filiasparosido A.> Aquellos compuestos cuyo

anillo F esta abierto, se denominan “furostanos”.

OH
(o)
HO
OH
(o]
HO HO
OH OH

Figura 1. Filiasparosido A.

Las saponinas presentan diversas actividades biolégicas entre las que
destacan agentes anticancerigenos,® antimicéticos,® antivirales,” antioxidantes® y

antibacterianos® entre otros.

® Zhou, L.-B.; Chen, T.-H.; Bastow, K. F.; Shibano, M.; Lee, K.-H., Chen, D.-F. J. Nat. Prod. 2007,
70, 1263-1267.

® Mostafa, A.; Sudisha, J.; EI-Sayed, M.; Ito, S.; Ikeda, T.; Yamauchi, N.; Shigyo, M. Phytochem.
Lett. 2013, 6, 274-280.

" Gosse, B.; Gnabre, J.; Bates, R.; Dicus, C. W.; Nakkiew, P.; Huang, R. C. C. J. Nat. Prod. 2002,
65, 1942-1944.

® Elekofehinti, O. O.; Kamdem, J. P.; Meinerz, D. F.; Kade, I. J.; Adanlawo, I. G.; Rocha, J. B. T.
Arch. Pharm. Res. 2015, en prensa.

° Liu, L.; Zhao, Y.-L.; Cheng, G.-G.; Chen, Y.-Y.; Qin, X.-J.; Song, C.-W.; Yang, X.W.; Liu, Y.-P.;
Luo, X.-D. Nat. Prod. Bioprospect. 2014, 4, 335-340.
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Algunos de los espirostanos conocidos contienen una insaturacion en C-5,
como la diosgenina (3); también pueden encontrarse grupos hidroxilo en los
carbonos 3, 6 y 12 que pueden ser precursores de una cetona (figura 2) y en C-15,
como en el caso de la digitogenina, que parece ser el Unico esteroide natural que
posee un hidroxilo en esta posicion.

Figura 2. Estructura general de las sapogeninas.

El espirostano, o grupo espiroacetal se forma por la unién de dos anillos a
través de un solo atomo de carbono, el cual no es comun en otra clase de
productos naturales. El anillo de cinco eslabones (E) y uno de seis (F), ambos
heterociclicos se unen por el C-22 el cual es un centro estereogénico y se
encuentra en la naturaleza generalmente en configuracion R. La quimica de los
espirostanos ha sido estudiada intensivamente durante el siglo pasado, ya que
estos son usados como materia prima, relativamente barata, para la sintesis de un

numero importante de esteroides con fines terapeuticos.

Un aspecto importante al definir la estructura de una sapogenina esteroidal
es la estereoquimica de los centros estereogénicos 5 y 25. Se conocen
sapogeninas de configuracion R 0 S en C-25, dando lugar a las series 25R y 25S
como la hecogenina (5) o la sarsapogenina (6) respectivamente. También, se
conocen sapogeninas de las series 5a y 5B de acuerdo a la orientacion del

sustituyente en C-5.

13




La fusién de los anillos A y B puede ser cis o trans (figura 3).2%1?

Ho

Fusion trans, serie Sa

Z 25R

2

Z
2
Z
Z
z.

o] Y

Fusion cis, serie 5p

Figura 3. Constitucion de las sapogeninas.

1% Gonzalez, A. G.; Hernandez, J. C.; Ledn, F.; Padrén, et.al. J. Nat. Prod., 2003, 66, 793-798

! Fieser, L. F.; Fieser, M. (1960). Steroids. New York: Reinhold Publishing Corporation.

'2 Dewick, P. M. (2002). Medicinal natural products: a biosynthetic approach. (2% ed.). Inglaterra:
John Wiley and sons Itd.
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2.2 Importancia del grupo carbonilo.

El carbonilo es un grupo funcional muy versatil, a ello se debe su gran importancia
en sintesis organica, éste se encuentra presente en diversos grupos funcionales

como aldehidos, cetonas, acidos y ésteres, entre otros (figura 4).

Aldehido Cetona Acido Ester
carboxilico

(o) (o) )CJ)\ o
R)J\H R)J\R R OH R)J\OR

R=Grupos alquilo 6 fenilo (iguales o diferentes)

Figura 4. Grupo carbonilo.

Se encuentra en un gran numero de compuestos bioldgicamente activos.
En la naturaleza, muchas de las sustancias que requieren los organismos Vvivos
son aquellos que contienen dicho grupo. Por ejemplo, los carbohidratos como la
glucosa que es la principal fuente de energia de las células, los aminoacidos como
el acido aspartico, son los principales componentes de las proteinas y las
hormonas sexuales como la progesterona, responsable de los caracteres sexuales

secundarios en la mujer.

HO——r—H
H——x—OH
H——x—OH
CH,OH
D-glucosa Acido aspartico o 4 Progesterona

Figura 5. Grupo carbonilo en diversas sustancias.
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El grupo carbonilo (C = O) presenta un enlace doble entre carbono vy
oxigeno, es un enlace polar y por lo tanto es muy reactivo. La quimica del grupo
carbonilo se puede explicar por cuatro reacciones que son muy tipicas: adicion
nucleofilica acilica, sustituciones nucleofilicas en el grupo acilo, sustituciones en el
carbono a y las condensaciones. Por ejemplo, los aldehidos y cetonas pueden
sufrir reacciones de adicion nucleofilica siguiendo el siguiente mecanismo

(esquema 1).

(o) OH
H;0"
”””/Nu —_— 'll//l/Nu
R R' R R
) |
[ O } OH
H;0"
, —_—
IIIII/R 'III/I/R
Nu RI Nu R

Esquema 1. Mecanismo de adicion nucleofilica acilica a un aldehido o cetona.

I. Se adiciona un par de electrones del nucledfilo al carbono electrofilico del
grupo carbonilo por una de sus caras (Re o Si ), desplazando un par de
electrones del enlace C=0 hacia el oxigeno, dando un ion alcéxido como
intermediario. El carbono carbonilico cambia de hibridacién de sp? a sp®.
Por tanto es un centro proquiral ya que se genera un nuevo centro quiral y
con ello la posibilidad de isomeros, en especial estreocisomeros.

II. La protonacion del ion alcoxido intermediario da un alcohol neutro como

productos de adicion.

Otra reaccion muy importante de los carbonilos es la sustitucion de
hidrégenos a los cuales tienen la caracteristica de tener cierta acidez y por lo
tanto pueden ser sustituidos por otros grupos e incluso llevar a cabo reacciones de

condensaciéon (esquema 2).
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c H c H
Hie” NCH,  Hie” ¢ Hie” N
/ \
H H H
~_H
ol ﬁ
ﬂ e — O
H3C/ ~c¢~ H,C CH,E
/\
H H

Esquema 2. Mecanismo de sustitucion en posicién a en medio acido.

2.3 Carbonilos a,B-insaturados.

La formaciéon de nuevos enlaces carbono-carbono no solo tiene especial interés en
guimica organica, sino que es de vital importancia en sistemas biologicos,
particularmente en las etapas de sintesis de productos naturales. Muchas de estas
reacciones de laboratorio tienen su réplica en plantas y animales®®. Por ejemplo,
el jazmin produce cis-jasmona o0 esencia de jazmin (figura 6), es una sustancia

guimica capaz de repeler a ciertos insectos.

(o]

Figura 6. cis-jasmona (esencia de jazmin).

A nivel industrial se utiliza principalmente a la condensaciéon aldélica como

via para la formacion del sistemas carbonilicos a,B-insaturados.

13 Griffin, R. W. Jr. (1981). Quimica organica moderna. Barcelona: Editorial Reverté.
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2.4 Métodos de obtencion de sistemas carbonilicos a,B-insaturados.
Dentro de los métodos de sintesis mas destacados se encuentran:

e Halogenacion del carbono a seguida de eliminacion (esquema 32)
e Condensacion alddlica (esquema 3b)

e Oxidacion de alcoholes homoalilicos (esquema 3c)

e Oxidacion de alcoholes alilicos

e Rearreglos de los anillos E y F en compuestos esteroidales, es un caso

muy particular.

ruta a Br

HO

ruta b

HO

Esquema 3. Formacién de sistemas carbonilicos a,B-insaturados. A) Halogenacion de
carbono a seguida de una eliminacion, b) Condensacién aldélica, ¢) Oxidacién de

alcoholes homoalilicos.

18




2.4.1 Condensacién alddlica.

2 )L NaOH )k >< Acido 6 )k )\
—> /
H CH; EtOH H /c\ CH; g, H (of CH,
H H |L
Aldehidos 6 B-hidroxi aldehido Carbonilo
cetonas 6 cetona a,B-insaturado

Esquema 4. Reaccion general para la condensacion aldodlica.

Los aldehidos y las cetonas sufren varias reacciones de condensacion, una
muy importante es la condensacion alddlica que consiste en el tratamiento entre
dos carbonilos en medio basico o acido, donde uno de los carbonilos que tenga H,,
forma el enolato y experimenta una sustitucion en o cuando se adiciona al otro
carbonilo. Todas las reacciones de condensacion se pueden comprender
facilmente y sistematizar utilizando tres factores: la polarizacion del grupo
carbonilo, la enolizacién de los hidrogenos en q, y la estabilidad del compuesto

carbonilico a,B-insaturado que se forma (esquema 4).

La condensacion aldolica puede ser simple donde se utilizan los carbonilos
iguales y cruzada también llamada mixta donde se utilizan dos carbonilos
diferentes. En este tipo de condensacion la eleccion del tipo de carbonilos debe
hacerse cuidadosamente porque si ambos tienen H, se forman cuatro productos,

Esta reaccion es util si se limita a:

a) solo uno de los carbonilos contenga H,, para formar el enolato.

b) que uno de los reactivos sea mas reactivo hacia la adicion nucleofilica.

19




2.4.2 Halogenacion de H,, seguida de eliminacién.

Los aldehidos y las cetonas reaccionan con los halégenos (Cl,, Br, 0 I,) en
medio &cido, siendo el bromo en acido acético el mas utilizado (esquema 5). La
halogenacién del H,, es una reaccion tipica de sustitucion y es regioespecifica. Las
o-bromo cetonas son Utiles en sintesis organica puesto que por deshidratacion

con una base (Py/calor) produce la cetona a,B-insaturada.

f‘ H* CH;COO"

( CH,CO0" o/H Br—/;r
H -
g M
. C\C/Br - c"\c/Br . Br
\H \H + HBr

(o}
Br Piridina
calor

Esquema 5. Mecanismo de bromacion catalizada por acido seguida de

eliminacion.

2.4.3 Oxidacion de alcoholes homoalilicos.

Es muy comun encontrar esteroides que contengan en su estructura

alcoholes alilicos,* los cuales se pueden oxidar con diferentes reactivos como el

4 pjello, A.; Fattorusso, E.; Magno, S.; Menna, M.; Pansini, M. J. Nat. Prod. 1991, 54, 281-285.
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reactivo de Jones (CrOs/ H.SO4 / H,0), entre otros para generar sistemas A°>-3,6-

dionas (esquema 6).%°

HO 7

Esquema 6. Oxidacion de alcoholes homoalilicos.

2.4.4 Oxidacion de alcoholes alilicos.

El tratamiento de alcoholes alilicos o bencilicos con diéxido de manganeso, MnO,,
preparado in situ, constituye una buena reaccion de sintesis para la formacion de
sistemas carbonilicos a,B-insaturados. Este reactivo es lo suficientemente
energético para oxidar el alcohol a aldehido, pero es inhabil para oxidarlo hasta el
correspondiente &cido carboxilico. El Mn**en el MnO, se reduce a Mn*? durante la

reaccion (esquema 7).

o (o)
OH  MnO, = =
OH

OH o
MnO, H
_—

Esquema 7. Oxidacion de alcoholes con MnO..

5 Hunter, A. C.; Priest, S.-M. Steroids 2006, 71, 30-33.
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2.4.5 Rearreglos de los anillos Ey F.

La sintesis de moléculas biologicamente activas a partir de sapogeninas
esteroidales es uno de los objetivos principales de nuestro grupo de investigacion;
la funcionalizacion de la cadena espiroacetdlica es una de las principales
estrategias en la obtencion de nuevos compuestos con alto potencial en actividad
bioldgica.

En consecuencia con la funcionalizacion de la cadena lateral, los rearreglos
que involucran al espirostano estan siendo investigados ampliamente.*® En 1992,
el grupo de Suarez publico la isomerizacién de la 23-oxotigogenina al derivado 22-
oxo0-23-espirocetalico empleando TiCls, con un rendimiento del 99%."

Una posterior acetolisis sobre los derivados 22-oxosapogeninas conduce a

la formacién de derivados carbonilicos a,B-insaturados (esquema 8).®

Esquema 8. Rearreglo de la cetona espirocetdlica.

'® vifias Bravo, O. (2007). Nuevas metodologias para transformar la cadena lateral de sapogeninas
esteroidales. (Tesis Doctoral). Facultad de Ciencias Quimicas. Benemérita Universidad Auténoma
de Puebla. Puebla, México.

" Hernandez, R.; Merrero-Tellado, J. J.; Prout, K.; Suérez, E. J. Chem. Soc. Chem. Commun.
1992, 275-277.

'8 Corona Diaz. A.; Garcia Merinos, J. P.; Lépez, Y.; Gonzéalez Campos, J. B.; del Rio, R. E.;
Santillan, R.; Farfan, N.; Morzycki, J. W. Steroids, 2015, 100, 36-43.
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2.5 Importancia de los carbonilos a,B-insaturados en la formacién de

heterociclos.

En la actualidad un gran nimero de los farmacos comerciales son de naturaleza
esteroidal, la fusion con heterociclos que presentan uno o mas heterodtomos en
los anillos A-D del esqueleto esteroidal les confieren diversas actividades
farmacolégicas.’® Por lo que han atraido la atencién de muchos grupos de
investigacion desarrollando metodologias innovadoras con el objetivo de generar
nuevos farmacos mas econdémicos, y menos agresivos en sus diversas
aplicaciones terapéuticas.

Actualmente son muchos los heteroesteroides que poseen actividad
biologica, en particular se encuentran reportes en la literatura de pirazolinas,
pirazoles, isoxazoles, isoxasolinas, tiazoles, piridinas, pirimidinas, etc., fusionados

0 unidos a diversas estructuras esteroidales.

La ciclacion de compuestos 1,3 dinucleofilicos con compuestos 1,2 o 1,3

bielectrofilicos es de especial interés en la formacion de sistemas heterociclicos de

)J\ X=0, NH, Se, S

5 0 6 miembros (esquema 9).

R4 R; y Ry=grupos alquilo

Esquema 9. Sintesis de diversos heterociclicos a partir de carbonilos a,B-insaturados.

19 @) Hirschmann R.; Buchschacher P.; Steinberg N. G.; Fried J. H.; Ellis R.; Kent G. J.; Tishler, M.
J. Am. Chem. Soc. 1964, 86, 1520-1527. b) Abdelhalim M. M.; Kamel E. M.; Rabie S. T.; Mohamed
N. R. Steroids 2011, 76, 78-84.
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2.5.1 Sintesis de pirazolinas.

Probablemente el primer ejemplo de formaciébn de un heterociclo de
pirazolina fue la sintesis descrita por Fiesher y Knovenagel, tratindose de una
reaccion con un compuesto carbonilico a,B-insaturado y fenilhidrazina. Una
sintesis clasica de estos heterociclos es realizar una condensacion alddlica entre
una cetona aromatica y un aldehido para obtener la cetona aq,B-insaturada y

posteriormente realizar una ciclacion de esta al reaccionar con hidracina para

obtener la 2-pirazolina (esquema 10).%

/Ph
o] Ph N
/ N
_ H,N—NH | Ar,
—_—
Ary Ar;  HCOOH

Ar1
Esquema 10. Sintesis de derivados conteniendo anillos de pirazol.

2.5.2 Sintesis de pirimidinas.

Uno de los métodos para la sintesis de derivados de dihidropirimidinas es el
tratamiento de cetonas a,B-insaturadas con urea y sus analogos (tiourea,
guanidina y amidinas). Las condiciones de heterociclacion con cetonas a,-
insaturadas pueden ser muy variadas y usualmente se usa una catalisis basica.
Las bases mas utilizadas son hidréxido de sodio o potasio, metoxido y etoxido de

potasio o una base mas suave como el carbonato de sodio (esquema 11).%°

*® Romero Lépez, A. (2014). Sintesis de pirazolinas y pirimidinas esteroidales. (Tesis Doctoral).
Facultad de Ciencias Quimicas. Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Puebla, México.
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Urea pCTS -
— =
KOH 5%, EtOH

HO 12 HO

13

Esquema 11. Sintesis de pirimidinas esteroidales.

2.5.3 Sintesis de Isoxazoles e isoxazolinas.

Derivados esteroidales conteniendo este tipo de sistemas poseen una
amplia gama de actividades biolégicas,? por ejemplo, anticonceptivos o
antiinflamatorios entre otros. Un ejemplo de estos dltimos es el Danazol*14
(figura 7), un analogo de la etisterona.

Figura 7. Derivado esteroidal isoxazolinico.

! Gupta R.; Pathak D.; Jindal D. P. Eur. J. Med. Chem. 1999, 34, 659-662.
* Thomas, G. w.; Rael, L. T.; Bar-Or, R.; Mains, C. W.; Slone, D. S. Boyd, S. R.; Bar-Or, D.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2012, 421, 707-712.
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3. DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Obtencidn del acetato de (22S,25R)-12,23-diox0-16,22:22,26 diepoxi-5a-
colestan-3B-ilo (acetato de 23-oxohecogenina, 16).

AcO AcO

La conversion de sapogeninas esteroidales en las correspondientes 23-
oxosapogeninas por tratamiento con NaNO; y BF3;.OEt, en acido acético seguido
por cromatografia en columna en Al,O3 fue inicialmente descubierto por Barton y
colaboradores. Este método fue rapidamente establecido como la alternativa
sintética mas eficiente para la introduccién de funciones oxigenadas en C-23%.
Para la sintesis del derivado 23-oxohecogenina (16) se utilizo la

2425ast0 es, con NaNO,, BF3.OEt,, acido

metodologia reportada en la literatura,
acético y una minima cantidad CH,Cl,, los rendimientos son relativamente buenos
(50-60% de rendimiento).

A continuacion se detalla el mecanismo propuesto en la literatura® .

 Yliana Lépez, Marcos Flores-Alamo, Martin A. Iglesias-Arteaga, Steroids 2008, 73, 657-668.
 |glesias-Arteaga, m.; Sandoval-Ramirez, J.; Mata-Esma, M.; Vifias-Bravo, O.; Bernes, S.
Tetrahedron Lett. 2004, 45, 4921-4926.

% Barton, D. H. R.; Sammes, P. G.; Taylor, M. V.; Werstiuk, E. J. Chem. Soc. (C) 1971, 1977-1981.
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II.

Esquema 12. Mecanismo de reaccion para la obtencion de 23-oxosapogeninas.
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3.2 Obtencion del acetato de (23R,25R)-12,22-diox0-16,23:23,26-diepoxi-5a-
colestan-3B-ilo (17).

-
2
2
2
Z
Z
2

AcO

El rearreglo del acetato de 23-oxohecogenina fue promovida por acido de Lewis
(TiCls) que generd el derivado 22-oxo-23-espirocetal (17) en rendimientos
aceptables. Una alternativa interesante para la generacion del compuesto 17 es el
uso de un &cido de Lewis diferente como el BF3.OEt, como lo propuso Morzycki®,
sin embargo se observo que los tiempos de reaccion son muy largos (siete dias

bajo reflujo de THF) y el rendimiento es de solo 9%.

La presencia de la funcion cetona en C-23 hace menos reactivo el grupo
espirocetalico, a esto se debe que el acido de Lewis no es lo suficientemente
fuerte para promover la apertura de los anillos E y F. Pero, cabe mencionar que la
adicion de acido trifluoroacético favorece dicha apertura, esto lo convierte en una

alternativa para llevar a cabo el rearreglo esperado en rendimientos cuantitativos.

En la tabla 1 se presentan los resultados de ambas metodologias para la
obtencion del derivado 17 donde se observa que ambas rutas usan un acido de
Lewis pero diferente, en distintas concentraciones, el método 1 emplea TiCl4 con
un rendimiento del 50% con consumo total de la materia de partida y con la
formacion de subproductos que no fueron identificados. EI método 2 emplea
F3B«OEt, como acido de Lewis y un catalizador que favorece la reaccion para
aumentar la reactividad del mismo en el cual los rendimientos son del 40% pero
sin consumo total de materia prima y con formacién de un subproducto minoritario

gue no se identifico.

% Cyranski, M. K.; Frelek, J.; Jastrzebska, |.; Morzycki, J. W. Steroids 2004, 69, 395-400.
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Metodologia m.p  Acido CFsCOOH CH,Cl, Tiempo T %

(16) de (mol) (mL) (h) °C) rendimiento
(mol)  Lewis #
(mol)
1 1 TiCly - 15 7 ambiente 50
(3.3)
2 1 BF;OEt; 10 10 2 ambiente 40

()

Tabla 1. Diferentes metodologias para la obtencién de 17.

La metodologia 1 sugiere unicamente el empleo de TiCl, con la ventaja de
gue es un reactivo mas barato comparado con los reactivos usados en la
metodologia 2 pero altamente téxico?’ debido a que al minimo contacto con agua
este se hidroliza generando HCI por lo cual es conveniente trabajarlo en

condiciones de atmosfera inerte. La reaccion se presenta a continuacion:
TiCls + 2H,0O > 4HCI @t TiO, (s)

De manera contraria, la metodologia 2 propone el uso de F3;B«OEt; y acido
trifluoroacético los cuales son faciles de manipular, sin embargo las cantidades

empleadas son mayores lo cual sugiere costos.

El mecanismo propuesto se presenta en el esquema 15. En la reacciéon de
isomerizacion sobre el derivado 23-oxosapogenina (16), la coordinacion del acido
de Lewis (TiCl,) con el oxigeno del anillo E promueve su apertura para formar i,

una serie de rearreglos sobre los anillos E y F conducen al derivado de interés.

%" Ficha de datos de seguridad, Solucién de tetracloruro de titanio, Sigma Aldrich, Referencia
(249866), 2015.
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Esquema 13. Mecanismo de reaccion propuesto para generar 17.
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3.3 Obtencion del diacetato de (232, 25R)-12,22-diox0-16,23-epoxi-5a-colest-
23-en0-3B,26-diilo (18).

En nuestro grupo de trabajo se han llevado a cabo reacciones de acetdlisis (acido
de Lewis y anhidrido acético) de diversas sapogeninas y se ha observado que
sufren la apertura de los anillos E o F; cuando la apertura se lleva a cabo sobre el
anillo F genera un derivado 22,26-epoxicolestanico y si ésta se lleva a cabo en el

anillo E produce derivados furostanicos.”®**

Con estos antecedentes, resulto muy interesante realizar la reaccion de
acetolisis sobre los derivados 22-0x0-23-espiroderivados. Se procedi6 a realizar la
reaccion de acetolisis sobre 17 utilizando Ac,0O y F3B«OEt, como acido de Lewis,
la cromatografia en capa fina revelo la formacién de un solo compuesto. Cabe
destacar que el tiempo de reaccion fue de 10 minutos, tiempos mas largos no
afectan en el rendimiento de la reaccion ni supone la formacion de suproductos.
Se procedié a purificar el crudo de reaccion por cromatografia en columna para
eliminar ligeras impurezas, después de purificado, se realizd la caracterizacion
espectroscopica y los datos emanados de esta nos indican que se habia llevado a
cabo la apertura regioselectiva del anillo F con la consecuente formacion del
derivado diacetato de (232, 25R)-12,22-dioxo-16,23-epoxi-5a-colest-23-eno-3f3,26-
diilo.

Un probable mecanismo de reaccion de acetdlisis de 17 es mostrado en el

esquema 16. Se propone que el oxigeno del epoxido en C-23 / C-26 del anillo F

8 Gould, h. D.; Stabudle, H.; Hersberg, E. B. J. Am. Chem. Soc. 1952, 74, 3685-3688.
2 Dauben, G. W.; Fonken, J. G. J. Am. Chem. Soc. 1954, 76, 4618-4619.
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del derivado 22-oxo-23-espiro (17) se coordina con el acido de Lewis que
promueve su apertura para formar el ion oxacarbenio en C-24 i, enseguida ocurre
la esterificacion en C-26 y generar el derivado ii, la eliminacién de uno de los
protones a en H-24 genera la cetona a,B-insaturada (18), este derivado resulto ser
bastante estable debido a la formacidén de un sistema carbonilico a,B-insaturado y
aun con exceso de anhidrido acético y tiempos mas largos de reaccion no
continuo reaccionando, sin embargo, este derivado es muy interesante
guimicamente pues se logra la apertura regioselectiva del anillo F y se logré
obtener un derivado esteroidal con una cadena lateral polifuncionalizada que sea

atil como intermediario en otras transformaciones.

Z
Z
Z
Z
Z
Z
Z

Esquema 14. Mecanismo de reaccion propuesto para generar 18.
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3.4 (25R)-3B,26-Dihidroxi-16B-23-epoxi-12-ox0-5a-colestano [23,22-
d][1,2,4]triazolo-[1,5-a]pirimidina (19).

N
.
}‘l /<N/N

AcO

Para la obtencién del derivado esteroidal 19 fue necesario controlar los
equivalentes que se adicionan de cada uno de los reactivos debido a la presencia
del grupo carbonilo en C-12 y del carbonilo «o,B-insaturado, es decir de forma
equimolar, con ello se llevd acabo la formacion del heterociclo de manera

regioselectiva sobre el carbonilo en C-22.

18 3-amino-1,2,4-triazol t-BuOK n-BuOH
1 eq (100 mg) 1 eq (8 mg) 1eq(0.08mL) 5mL

El tamafio del reactivo 3-amino-1,2,4-triazol y el impedimento estérico por parte
del metilo 18 hacen menos reactivo al carbonilo en C-12 con lo cual es posible la

obtencién del derivado 19.

Las condiciones fuertemente basicas conducen a una heteroaromatizacion
del ciclo de triazolopirimidina haciéndolo un compuesto bastante estable. Asi
mismo, la hidrolisis de los grupos éster en posiciones C-3 y C-26 es llevada a
cabo. A continuacién se plantea el posible mecanismo para la formacién del
derivado 19.
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Esquema 15. Mecanismo de reaccion para la obtencion del derivado 19.
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3.5 Reduccién de Wolff-Kishner de acetato de hecogenina para la obtencion
de tigogenina (20).

.
2 .
% O K o
3 3
3 %,
% N % N
2 $ % S
S

AcO HO

m U

Debido a la poca disponibilidad comercial de materias primas fue necesario
preparar un segundo derivado de gran importancia a nivel de sintesis y
modificacion de productos naturales. Para ello el acetato de hecogenina (15) se
tratd en condiciones de reduccion del grupo carbonilo en C-12 al correspondiente
grupo metileno.

Existen dos grandes metodologias reportadas para la reduccion de grupos
carbonilos a sus respectivos grupos alquilo. Una de ellas es la reaccion de
Clemmensen, la cual se efectia en presencia de una amalgama de zinc, Zn(Hg),
en medio acido, usualmente HCI. Dentro de los inconvenientes que encontramos
al utilizar esta reduccién es que los esteroides en medios acidos sufren la apertura
de sus anillos E y F dando lugar a una serie de productos que para este trabajo de
investigacion no es util. Asi mismo, la amalgama Zn(Hg) es una sustancia toxica

para el medio ambiente si no se manipula de manera adecuada.

Por otra parte existe otra reduccion llamada de Wolff-Kishner la cual implica
el uso de hidracina en un medio fuertemente basico en etilenglicol y a

3031 Al contrario que la reaccién de Clemmensen los

temperaturas elevadas.
esteroides no sufren grandes modificaciones dependiendo del tipo de grupos

funcionales presentes en él, ambas reducciones son selectivas para grupos

% Upadhyay SK, Creech CC, Bowdy KL, Stevens ED, Jursic BS, Neumann DM. Bioorg Med Chem
Lett. 2011, 2826-31

% Reyes Moreno M., Ruiz Garcia J.L., Jauregui Haza U., Lora Garcia J., Agiiero Agiiero J. CENIC
Ciencias Quimicas, 2001. 32-1.
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carbonilo de aldehido y cetona. Para el caso de 15, se requiere que se reduzca el
grupo carbonilo en C-12 pero también esté presente una funcién éster en posicion
3, lo cual, bajo las condiciones béasicas de reaccidén, conducird a su hidrdlisis
generando el correspondiente alcohol libre en C-3. Asi el acetato de hecogenina
se tratd en condiciones de reducciéon de Wolff-Kishner para generar la sapogenina
20 (tigogenina). A continuacion se presenta el mecanismo propuesto para la
reaccion.

1. Hidrélisis del grupo éster

HO H HO 1] 20

Esquema 16. Mecanismo de la reaccion de Wolff-Kishner.
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En la etapa | ocurre la hidrdlisis del grupo éster en medio basico, el "OH
realiza un ataque acilnucleofilico sobre el carbonilo del grupo éster y generar el
alcohol en C-3 del esteroide.

En la etapa Il del mecanismo propuesto: la hidracina reacciona
nucleofilicamente sobre el carbono del carbonilo para la formacién de la
hidrazona #, un paso anélogo a de la formacion de una imina. Posteriormente, la
eliminacion de protones a causa de la base empleada resulta en la formacién de

nitrégeno y da como resultado el derivado metilénico sobre C-12 y generar 20.
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3.6 Obtencion de 23-oxotigogenina (21).

o

Z
Z
Z
Z
Z
Z
Z
.

HO

La sintesis del derivado 23-oxotigogenina (21) se realiz6 bajo las mismas
condiciones de la metodologia empleada para el derivado 23-oxohecogenina. Las
diferencias principales de las materias de partida involucran, el alcohol libre en C-3
y la ausencia de la funcion cetona en C-12 para la tigogenina. La reaccion

transcurre de manera analoga a 16.

La literatura sugiere el uso de alumina Brockmann (lll), esto es, una
cantidad de Al,O3; mas el 3% en masa de H,O como tratamiento previo a la
reaccion®. Esto supone favorecer el rendimiento de producto deseado por medio
de la hidrdlisis del grupo nitroimino formado como intermediario de reaccion (ver
esquema 14) para la generacion del grupo cetona en C-23. A diferencia de ello,
se decidio utilizar gel de silice comercial y con lo cual se obtuvieron resultados
favorables. Ello se logré mediante su purificacion por CC dejando el producto

soportado en SiO; durante la noche.
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3.7 Obtencion del 22-ox0-23-expiroacetal (22).

2
Z
2
Z
Z
2
Z.

\:
$
S

HO

La isomerizacién de 21 hacia el derivado 22-ox0-23-espirocetal (22) se realiz6 con
TiCl4 bajo las mismas condiciones que para el derivado (17). No se llevd a cabo
bajo las condiciones descritas en la metodologia 2 (F3B«OEt, y acido
trifluoroacético), debido a que los rendimientos de reaccion son menores de
acuerdo a los resultados obtenidos para el derivado 17. La reaccién transcurre de
forma similar sin presentar variaciones. Esto nos indica que es una reaccion que
solo sucede en sistemas de este tipo sin afectar otros grupos tal es el caso del

grupo alcohol en C-3 para este derivado.

El mecanismo propuesto es de forma analoga al derivado 16 y se presenta
en el esquema 15. La coordinaciéon del acido de Lewis (TiCl4) con el oxigeno del
anillo E promueve su apertura para formar el intermediario que se propone en el
esquema, una serie de rearreglos sobre los anillos E y F conducen al derivado de

interés.

39




3.8 Obtencion del acetato de (23Z,25R)-22-0x0-16,23-epoxi-5a-colest-23-
eno-3B,26-diilo (23).

P
Z
Z
%
Z

HO AcO

T

El comportamiento del 22-oxo-23-espirocetal (22) frente a la reaccidén de acetdlisis
con BF;.0Et; y Ac,O fue bastante similar a lo obtenido en el 22-ox0-23espirocetal
(17), es decir, se lleva a cabo la apertura regioselectiva del anillo F y la posterior
eliminacion de uno de los protones H-24 generando el derivado 23, este derivado
es bastante estable pues aun cuando se agrega un exceso de anhidrido acético y
se deja reaccionar por tiempos mas prolongados de reaccion ya no continua
reaccionando. Adicionalmente ocurre la esterificacion con el grupo alcohol en C-3
dando del producto diacetilado en C-3 y C-26. A continuacion se presenta el
mecanismo propuesto para la acetilacion del OH en C-3. El BF; cataliza la
reaccion debido a que es un acido y favorece el proceso de esterificacion.
Inicialmente se coordina a un atomo de oxigeno del anhidrido acético,
posteriormente el par de electrones del oxigeno del alcohol realiza un ataque
sobre el carbono del carbonilo donde desplaza el par de electrones pero cuando
este vuelve a entrar elimina al fragmento correspondiente al acetato el cual

posteriormente extrae el protdn para generar el derivado acetilado.

R

AcO
(o)

o
P, Aon

m 1D

H

Esquema 17. Mecanismo para la esterificacién del grupo OH.
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3.9 Obtencion de la 12,22-dioxima de hecogenina (24).

. o]

% HO 2
% < 3
% %
2
Z Z

1y, 1
1y, 'y,
7
11y, 1y,

AcO AcO

= u{TI110)

La reaccion para la formacién de la oxima sobre C-12 y C-22 (24) se realizé bajo
las condiciones reportadas por nuestro grupo de trabajo*?, esto es clorhidrato de
hidroxilamina, acetato de sodio en etanol a reflujo durante 2 horas. Cuando se
llevd a cabo bajo estas condiciones de reaccion se observo que después de 2
horas gran parte de la materia prima no se habia consumido, por lo que se decidio
mantener la reaccidén hasta que se consumiera la materia prima. Se observo que
después de 2 dias a reflujo no se consumia la materia prima en su totalidad por lo
gue se decidio suspenderla y proseguir con el tratamiento. Esto probablemente se
deba al impedimento estérico por parte de los grupos metilos C-19 y C-21 vecinos
a los carbonilos en C-12 y C-22, y el carbonilo en C-22 ademas se ve ademas

impedido por el anillo F.

A continuacion se describe el posible mecanismo de reaccion: el par de
electrones del nitrégeno en la hidroxilamina realiza un ataque nucleofilico sobre
cualquiera de las caras Re o Si del carbonilo. A continuacion una serie de

protonaciones y desprotonaciones ocurre para generar la oxima correspondiente.

% |glesias-Arteaga, M. A.; Sandoval-Ramirez, J.; Mata-Esma, M. Y.; Vifias-Bravo, O.; Bernes, S.
Tethahedron Lett. 2004, 45, 4921-4926,
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3.10 Obtencién de la 22-oxima de tigogenina (25).
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La reaccion para la formacion de la oxima sobre C-22 (25) se realiz6 bajo las
condiciones utilizadas para la formacion de la dioxima 24. Cuando se llevo a cabo
bajo estas condiciones de reaccion se observo que después de 2 horas gran parte
de la materia prima no se habia consumido, por lo que se decidi6 mantener la
reaccion hasta que se consumiera la materia prima. Se observé que después de
24 horas a reflujo no se consumia la materia prima en su totalidad por lo que se
decidi6 suspenderla y proseguir con el tratamiento. Esto probablemente se deba al
impedimento estérico por parte del grupo metilo C-21 vecino al carbonilo en C-22,

y el carbonilo en C-22 ademas se ve ademas impedido por el anillo F.

El mecanismo se propone similar al detallado para el derivado 24 en el esquema
18.
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4. ANALISIS ESPECTROSCOPICO

4.1 Acetato de (22S,25R)-12,23-diox0-16,22:22,26 diepoxi-5a-colestan-3B-ilo
(acetato de 23-oxohecogenina, 16).

A continuacidn se muestra el

caracteristicas del derivado 16.

AcO
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o
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espectro de IR en el cual se observan bandas

o

Se distinguen dos bandas de absorcion fuertes en

1701 y 1729 cm™ las cuales se deben a las vibraciones de tensién (C=0) de los

grupos carbonilos en C-12 y C-23 respectivamente. Asi mismo, una banda en

1251 cm™ debida a las vibraciones de tensién (C-O) presentes en la estructura,

(espectro 1).
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Espectro 1. Espectro IR del compuesto 16.
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En el espectro de RMN de’H (espectro 2) para el derivado 16 a frecuencias
altas se observan las sefiales caracteristicas para los protones unidos a carbonos
directamente enlazados a un atomo de oxigeno, como: C-3, C-16 y C-26. En 4.60
ppm se observa la sefial para el proton en C-3, en 4.47 ppm una sefial para el
protén en C-16 y en 3.69 ppm y 3.54 ppm las sefales correspondientes a los
protones diasteretdpicos en C-26 axial y ecuatorial respectivamente.

En el experimento COSY (espectro 3) podemos observar la relacion entre

protones vecinos que correlacionan a través de dos o tres enlaces.

20 L

f1 (ppm)

3.0

26

r4.0

16 = & - 4.5
3 y

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
46 44 42 40 3 6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 1.6 14 12 10 08
f2 (ppm)

8 3

Espectro 3. Experimento COSY del compuesto 16.
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En el espectro de carbono (espectro 4) podemos visualizar las sefales para
la molécula 16. A 213 ppm zona de carbonos de carbonilo se distingue la sefal
correspondiente para C-12, a 201.6 ppm una nueva sefal correspondiente a C-23
lo cual indica la presencia del grupo funcional deseado. Asi mismo, en 109.7 ppm
la sefal tipica del carbono espiro C-22, los carbonos base oxigeno mediante
enlace sigma como C-3, C-16 y C-26 presentan en 73.1, 81.6 y 65.6 ppm

respectivamente.
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Espectro 4. RMN de **C del compuesto 16.

En el experimento HSQC (espectro 5) podemos observar correlaciones de
carbonos son sus respectivos hidrégenos, es decir C-H a un enlace, tal es el caso
de C-3, C-16 con sus hidrégenos y una sefial particular del carbono C-26

correlacionando con sus dos hidrogenos magnéticamente diferentes.
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Espectro 5. Experimento HSQC del compuesto 16.

En el experimento HMBC (espectro 6) se observan correlaciones C-H a dos
y tres enlaces. Podemos destacar la relacibn de C-22 que es tipico en los

derivados espirocetélicos con hidrégenos de la posicion 26 y 20.
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4.2 Acetato de (23R,25R)-12,22-diox0-16,23:23,26-diepoxi-5a-colestan-3B-ilo
(17).
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En el espectro de IR (espectro 7) se distinguen dos bandas caracteristicas en 1703
y 1724 cm™ las cuales se deben a las vibraciones de tension (C=0) de los grupos
carbonilos en C-12 y C-22 respectivamente. Asi mismo, una banda de absorcion

en 1247 cm™ debida a las vibraciones de tension (C-O).
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Espectro 7. Espectro IR del compuesto 17.

En el espectro de RMN de 'H (espectro 8) a frecuencias altas de los
espectros de 'H del acetato de 23-oxohecogenina y 22-oxo-23-espirocetal (2-5
ppm) se observan mas claramente las diferencias entre los dos isomeros. Para el
derivado 22-oxo-23-espirocetal (17) se observa claramente el cambio en el
desplazamiento y patrén de acoplamiento de los protones diasterotopicos H-26 en
4.1 y 3.5 ppm, debido a que ahora se encuentran en un anillo de 5 miembros.
Otras sefiales que se ven afectadas por la isomerizacion son los protones H-16, H-

24 con desplazamientos 4.35y 2.12 ppm respectivamente.
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En el espectro de carbono (espectro 9) podemos visualizar 29 sefales
correspondientes para la molécula 17. A 212.04 ppm zona de carbonos de
carbonilo se distingue la sefial correspondiente para C-12 la cual no se ve
afectada por la reaccién, sin embargo, a 211.78 ppm se desplaza la sefial que
corresponde al otro grupo carbonilo en C-22. A 107.32 ppm la sefal
correspondiente al carbono espirocetalico C-23. Los carbonos base oxigeno
mediante enlace sigma como C-26, C-3 y C-16 se presentan en 75.09, 72.75y
70.98 ppm respectivamente.
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Espectro 9. RMN de *C del compuesto 17.
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4.3 Diacetato de (23Z, 25R)-12,22-diox0-16,23-epoxi-5a-colest-23-en0-3f3,26-
diilo (18).

P
2
2
Z
2
Z
Z

(0

OAc

A
cO i

En el espectro de IR (espectro 10) se distingue la sefial caracteristica en1727 cm™
la cual se debe a las vibraciones de tension (C=0) del grupo carbonilo en C-12 y
C-22. Asi mismo, una banda de absorcién en 1266 cm™ debida a las vibraciones
de tension (C-0).
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Espectro 10. Espectro IR del compuesto 18.

53




g J;J
N =

S -

@ =

.

2
&

Ve
25
M
T

M

S
16
'y

o
Q
<L

Espectro 11. RMN de *H del compuesto 18.
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En el espectro de RMN de’H (espectro 11) para el derivado 18 se observa a
frecuencias altas el proton vinilico H-24 en 5.59 ppm como una sefial doble,
debido al acoplamiento con H-25. Con el experimento COSY se pudo establecer la
vecindad de los protones en la cadena lateral a través de la correlacion del proton
vinilico H-24 con el proton H-25 el cual estad en 2.9 ppm como una sefial multiple;
también se observa la interaccion del proton H-25 con los protones diasterotdpicos
H-26 en 3.9 ppm. Las sefiales dobles de los metilos 21 y 27 se diferenciaron por la
correlacion de los protones diasterotopicos H-26 con la sefial doble del metilo 27,
de la misma manera se observo la correlacion del proton H-20 con los protones
del metilo 21 en ppm (Espectro 12).
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Espectro 12. Experimento COSY del compuesto 18.
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En el espectro de RMN de **C (espectro 13) se observan 31 sefiales para
carbono, mismo niimero de carbonos presentes en el derivado 22-oxo-A?® (18), se
distinguen las sefales de los carbonos vinilicos C-23 y C-24 en 150.7 y 117.2 ppm
respectivamente. Ademas, se observa un cambio en el desplazamiento de C-22 a

199.3 ppm que pasa de ser un carbono de cetona a una cetona a,-insaturada.
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Espectro 13. RMN de **C del compuesto 18.
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En el experimento HSQC (espectro 14) se observa la sefial asignada para
C-24 que acopla directamente al protdn vinilico en 5.6 ppm confirmando la
asignacion propuesta. Asi mismo, se observa el acoplamiento de C-26 con sus
correspondientes protones en 3.9 ppm.
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Espectro 14. Experimento HSQC del compuesto 18.
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En el experimento HMBC (espectro 15) se distinguen las correlaciones de C-24 a
dos enlaces con el proton H-25 y a tres enlaces con los protones H-26 y H-27. De
la misma forma se observan correlaciones importantes de C-22 a tres enlaces con
el proton H-24.
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Espectro 15. Experimento HMBC del compuesto 18.
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4.4 (25R)-3B,26-Dihidroxi-16B-23-epoxi-12-oxo-5a-colestano [23,22-
d][1,2,4]triazolo-[1,5-a]pirimidina (19).

En el espectro de RMN de 'H (espectro 16) se puede observar a frecuencias altas,
en 8.25 ppm una sefal simple correspondiente al proton aromatico H-2’ del anillo
de triazol. Una sefal multiple del H-3 hacia 3.8 ppm, Las sefales caracteristicas
para los protones unidos a carbonos directamente enlazados a un atomo de
oxigeno, como C-3 y C-16. En 3.8 ppm se observa una sefial multiple para el
proton en C-3 y en 3.2 ppm una sefial para el proton en C-16. Asi como los

protones diasterotopicos de C-26 en 3.3 ppmy 4.0 ppm.

En el espectro de RMN de '3C (espectro 17) se puede destacar la sefial
desplazada a frecuencias altas asignada al carbono del carbonilo C-12 en 201
ppm. También se observa la sefial del C-2’ del anillo de triazol a 157 ppm y los
carbonos C-5’, C-6’ y C7’ del heterociclo de triazolopirimidina hacia 172, 134 y

119 ppm respectivamente.
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4.5 Tigogenina.
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En el espectro de RMN de'H (espectro 18) para el derivado 20 a
frecuencias altas se observan las sefiales caracteristicas para los protones unidos
a carbonos directamente enlazados a un atomo de oxigeno, como: C-3, C-16 y C-
26. En 4.53 ppm se observa la sefal para el proton en C-3, en 3.72 ppm una sefal
para uno de los protones en C-26 y en 3.51 ppm una sefial que integra para dos

protones correspondiente a un protén en C-26 y el protén en C-16.

En el espectro de carbono (espectro 19) se observan 27 sefiales para
carbono, mismo namero de carbonos presentes en la tigogenina (20). Se observa
gue la sefial en 201.9 ppm para el acetato de hecogenina debida al grupo
carbonilo en C-12 se ha desplazado a frecuencias mas bajas ahora como un
grupo metileno. Asi mismo, la desaparicion de los carbonos del grupo acetato
unido a C-3. En 109.4 ppm la sefal tipica del carbono espiro C-22, los carbonos
base oxigeno mediante enlace sigma como C-16, C-3 y C-26 se presentan en

80.9, 70.9 y 66.8 ppm respectivamente.
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4.6 23-oxotigogenina (21).
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En el espectro de IR (espectro 20) se distinguen la banda de intensidad media en
3276 cm™ debida a la vibracion del enlace O-H y la sefial intensa caracteristica del

grupo carbonilo en 1730 cm™ como una vibracién de tensién (C=0).
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Espectro 20. Espectro IR del compuesto 21.

En el espectro de RMN de’H (espectro 21) para el derivado 21 a
frecuencias altas se observan las sefiales caracteristicas para los protones unidos
a carbonos directamente enlazados a un atomo de oxigeno, como: C-3, C-16 y C-
26. En 4.53 ppm se observa la sefal para el proton en C-3, en 3.72 ppm una sefal
para uno de los protones en C-26 y en 3.51 ppm una sefial que integra para dos

protones correspondiente a un protén en C-26 y el protén en C-16.
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En el espectro de carbono (espectro 22) se observan 27 sefiales para
carbono, mismo numero de carbonos presentes en el derivado 23-oxotigogenina
(21). Se observa a 201.9 ppm la sefial correspondiente a C-23 lo cual indica la
presencia del grupo funcional deseado. Asi mismo, en 109.8 ppm la sefial tipica
del carbono espiro C-22, los carbonos base oxigeno mediante enlace sigma como
C-3, C-16 y C-26 se presentan en 83.4, 71.3 y 65.6 ppm respectivamente.
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Espectro 22. RMN de **C del compuesto 21.

En el experimento HSQC podemos observar correlaciones de carbonos son
sus respectivos hidrégenos, es decir C-H a un enlace, tal es el caso de C-3, C-16
con sus hidrégenos y una sefal particular del carbono C-26 correlacionando con
sus dos hidrogenos magnéticamente diferentes por lo cual, se observan a
desplazamientos distintos como se puede observar en el espectro, donde el

carbono C-26 correlaciona con dos sefiales distintas para proton (espectro 23).
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Espectro 23. Experimento HSQC del compuesto 21.

En el experimento HMBC se observan correlaciones C-H a dos y tres
enlaces. Podemos destacar la relaciéon de C-22 que es tipico en los derivados

espirocetalicos con hidrogenos de la posicion 26 y 20 (espectro 24).
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Espectro 24. Experimento HMBC del compuesto 21.
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4.7 (23R,25R)-168,23:23,26-diepoxicolest-22-ona, (22).
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En el espectro de IR se distingue una banda caracteristica en 1733 cm™ la cual se
debe a la vibracion de tension (C=0) del grupo carbonilo en C-22. Asi mismo, una
banda de absorcion en 1265 cm™ debida a las vibraciones de tensién (C-O) de los
éteres presentes (espectro 25).
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Espectro 25. Espectro IR del compuesto 22.

En el espectro de RMN de'H para el derivado 22 (espectro 26) a
frecuencias altas se observan las sefiales caracteristicas para los protones unidos
a carbonos directamente enlazados a un atomo de oxigeno, como: C-3, C-16 y C-
26. En 4.37 ppm se observa la sefial para el protén en C-16, en 4.15 ppm una
sefial para uno de los protones en C-26, en 3.61 ppm la sefial para el protén en

C-3y en 3.56 ppm una sefial correspondiente a otro de los protones en C-26.
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Espectro 26. RMN de *H del compuesto 22.
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En el espectro de carbono (espectro 27) se observan 27 sefales para carbono,
mismo numero de carbonos presentes en el derivado 22-oxotigogenina (22). Se
observa a 213.4 ppm la sefial correspondiente a C-23 indicativo de la presencia
del grupo carbonilo desplazada a frecuencias mas altas respecto al derivado 23-
oxotigogenina con un desplazamiento de 201.9 para C-23. Asi mismo, un cambio
en la sefal tipica del carbono espiro C-22 la cual ahora aparece en 107.9 ppm lo
cual indica el producto deseado, los carbonos base oxigeno mediante enlace
sigma como C-3, C-16 y C-26 se presentan en 71.2, 729 y 75.3 ppm

respectivamente.
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Espectro 27. RMN de **C del compuesto 22.

En el experimento HSQC (espectro 28) podemos observar correlaciones de
carbonos son sus respectivos hidrégenos, es decir C-H a un enlace, tal es el caso
de C-3, C-16 con sus hidrégenos y una sefial particular del carbono C-26
correlacionando con sus dos hidrégenos magnéticamente diferentes por lo cual, se
observan a desplazamientos distintos como se puede observar en el espectro,

donde el carbono C-26 correlaciona con dos sefiales distintas para proton.
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Espectro 28. Experimento HSQC del compuesto 22.

En el experimento HMBC (espectro 29) se observan correlaciones

dos y tres enlaces. Podemos destacar la relacion de C-22 que es tipico

derivados espirocetélicos con hidrégenos de la posicion 26 y 20.
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Espectro 29. Experimento HMBC del compuesto 22.

26 3,26 20
16 25
M /JA\ aN
g o - - F-10
Fo
10
o a0t ORSE) e
[ & Y @ &8 M G
& a8 = r20
T k30
o o 8
P o @
. +40
] & W & = (= & :
£ . 50
it e @ &£ o &, 0
5 - 2 f Leo
C17-H20 j
. cxn 4. ofe 70
- 2 & s’
80
. 90
100
C23-H26
t - F110
C23-H16 €23-H26 C23-H25
120
T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f2 (ppm)

f1 (ppm)

74




4.8 Diacetato de (23Z,25R)-22-0x0-16B,23-epoxi-5a-colestan-23-en-3,26-diilo
(23).

En el espectro de IR (espectro 30) se distingue la sefial caracteristica en1727 cm™
la cual se debe a las vibraciones de tension (C=0) del grupo carbonilo en C-22.
Asi mismo, una banda de absorcién en 1270 cm™ debida a las vibraciones de
tension (C-O).
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Espectro 30. Espectro IR del compuesto 23.

En el espectro de RMN de'H para el derivado 23 se observa a frecuencias
altas en 5.52 ppm el proton vinilico H-24 como una sefial doble, debido al
acoplamiento con H-25. De manera similar que con el derivado de hecogenina
(18), se pudo establecer la vecindad de los protones en la cadena lateral a través

de las correlaciones entre los protones (espectro 31).
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En el espectro de RMN de **C (espectro 32) se observan 31 sefiales para
carbono, mismo niimero de carbonos presentes en el derivado 22-oxo-A? (23), se
distinguen las sefales de los carbonos vinilicos C-23 y C-24 en 151.5y 116.3 ppm
respectivamente. Ademas, se observa un cambio en el desplazamiento de C-22 a

200.2 ppm que pasa de ser un carbono de cetona a una cetona a,B-insaturada.

78




4.9 22-oxima de tigogenina (25).

HO

Z
Z
2
Z
Z
2

',
ny,
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HO

En el espectro de IR (espectro 33) se distingue una banda caracteristica en 3340
cm™ la cual se debe a la vibracién del (O-H) del grupo presente en C-3y en la
oxima en C-22 . Se observa la desaparicion de la sefial del grupo carbonilo
alrededor de 1700 cm™. Sin embargo no se observa la vibracién debida al enlace
C=N.
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Espectro 33. Espectro IR del compuesto 25.

En el espectro de RMN de'H (espectro 34) para el derivado 25, a
frecuencias altas a 9.21 ppm se observa una sefal ancha caracteristica del grupo
OH. Por comparacion con la materia prima se observa un cambio ligero en el
desplazamiento quimico de H-20 el cual es vecino a la oxima formada el cual pasa
de 2.82 a 2.5 ppm.
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En el espectro de RMN de®*C (espectro 35) para el derivado 25, se observa el
cambio significativo en el desplazamiento quimico de C-22 que pasa de ser un
carbono de carbonilo (C=0) a un carbono de una oxima (C=NOH) de 213.35 a
160.3 ppm. El resto de sefiales se mantiene casi constante sin cambios

importantes.
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Espectro 35. Espectro de RMN de™C del compuesto 25.
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4.10 12,22-dioxima de hecogenina, (24).

En el espectro de RMN de'H (espectro 36) para el derivado 24, a frecuencias altas
se observan las sefales caracteristicas para los protones unidos a carbonos
directamente enlazados a un atomo de oxigeno, como: C-3, C-16 y C-26. En 4.68
ppm se observa la sefal para el protdon en C-3, en 4.45 ppm una sefal para el
proton en C-16 y en 3.9 y 3.52 ppm las sefiales correspondientes a los protones
diasteretopicos en C-26 axial y ecuatorial respectivamente. Asi mismo, a 3.42 y
3.3 ppm se observa las sefales de los protones en C-11 afectados por el grupo
hidroximino formado en C-12. Asi mismo, el proton en C-20 sufre un ligero cambio
desplazandose a 3.02 ppm debido a la oxima formada en C-22.

En el espectro de RMN de**C (espectro 37) para el derivado 24, se observa
el cambio significativo en el desplazamiento quimico de C-12 y C-22 que pasa de
ser un carbono de carbonilo (C=0) a un carbono de una oxima (C=NOH) en
164.93 y 155.23 ppm respectivamente. A su vez un cambio en el desplazamiento
en C-26 a 81.05 ppm. El resto de sefiales se mantiene casi constante sin cambios

importantes.
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Espectro 36. Espectro de RMN de'H del compuesto 24.

0.850.83 0.89  0.98 0.95

0.98

83




1,
ny, m,
2

c=o C'ZG c‘3

(acetato)
C-23
€12 2

LN N N B B N e S N N N L N B N B B [ S B N SO B B

160 140 120 100 80 60 4

Espectro 37. Espectro de RMN de™C del compuesto 24.

84




5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

EQUIPO Y TECNICAS UTILIZADAS
Puntos de fusién

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Melt-Temp, con escala en grados
Celsius, utilizando la técnica de capilar abierto

Cromatografia

Para la cromatografia analitica en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales
de gel de silice grado 60, con espesor de capa 0.25 mm que contiene indicador,
empleando para su revelado una lampara de luz ultravioleta de onda corta (254
nm, lampara de UVG-54), o bien por calcinacion de las placas impregnadas con

acido sulfurico al 5% 0 vainillina aproximadamente al 1 % en etanol.

La purificacion de todos los productos esteroidales se realiz6 empleando la
técnica de cromatografia en columna (CC) tipo flash, utilizando columnas de vidrio

empacadas con gel de silice grado 60 Merck (230-400 mallas).

RMN

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se obtuvieron en
espectrometros Varian-Mercury multinuclear a 300 MHz y Broker Avance Il a 500
MHz para los espectros de empleando como disolvente cloroformo deuterado

(CDCly) y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm () y la multiplicidad se
indica de la siguiente manera: s (sefial simple), s, (sefial simple ancha), d (sefial

doble), d, (sefial doble ancha), t (sefal triple), ¢ (sefial cuadruple), m (sefal
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multiple), dd (sefial doble de dobles), ddd (sefial doble de doble de dobles) y las
constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz).

IR

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotdmetro Agilent
Cary 630 FTIR los datos se expresan en nimeros de onda ( v) en cm™ utilizando
interfaces como ATR con punta de diamante y DIAL PATH.

Disolventes y materias primas
Los reactivos que se utilizaron fueron de calidad grado analitico.

Todos los disolventes empleados se purificaron y se secaron segun los métodos

reportados en la literatura.®®

3 Perrin. D. P.; Armarego, W. L. F. “Purification of laboratory chemicals” 6a. Ed. USA, 2009
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5.1 Purificacion del acetato de hecogenina.

AcO
H
El acetato de hecogenina (15) comercial se purificé por cromatografia tipo flash y
se utiliz6 como fase estacionaria gel de silice y como fase mdvil un sistema
hexano-acetato de etilo 9:1. Se obtiene un polvo amorfo el cual fue caracterizado
por los diferentes métodos fisicos, espectroscopicos y sus datos coinciden con los

reportados en la literatura.>*

Polvo amorfo blanco, p.f =248 - 250 °C

'IHRMN  &: 4.65 (1H, m, H-3), 4.33 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, dd, Jzse.26a = 10.8
Hz, Jose.250 = 3.9 Hz, H-26€), 3.35 (1H, dd, Josaz6e = 10.8, Josazsa= 10.8 Hz, H-26a),
2.50 (1H, dd, J = 6.9 y 8.7 Hz, H-17), 2.39 (1H, dd, Juaite = 14.1 Hz, Ji1aoa =
13.2 Hz, H-11a), 2.21 (1H, dd, Jue11a = 14.1 Hz, Jize.0a = 4.8 Hz, H-11e), 2.01
(3H, s, CHsCOO-3), 1.06 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-21), 1.04 (3H, s, H-18), 0.92 (3H, s,
H-19), 0.79 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-27).

BCRMN  &:36.6 (C-1), 27.3 (C-2), 73.1 (C-3), 33.9 (C-4), 44.5 (C-5), 28.2 (C-
6), 31.5 (C-7), 34.4 (C-8), 55.3 (C-9), 36.1 (C-10), 37.8 (C-11), 212.9 (C-12), 55.1
(C-13) 55.7 (C-14), 31.5 (C-15), 79.1 (C-16), 53.5 (C-17), 16.1 (C-18), 12.0 (C-19),
42.2 (C-20), 13.4 (C-21), 109.1 (C-22), 31.2 (C-23), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8
(C-26), 17.2 (C-27), 170.3 (CH3COO-3), 21.5 (CH;COO-3).

3% Eggert, H.; Djerassi, C. Tetrahedron Lett 1975, 42, 3635.
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5.2 Obtencién del acetato de 23-oxohecogenina.

e 0
Z

Z

Z

Z

Z

Z.

NaNOZ, BF3.0Et2

CH,;COOH

AcO AcO

16

T

En un matraz de bola de 100 mL provisto de agitaciébn magnética se coloca 0.4306
g (1 mmol) de Acetato de Hecogenina (15) y se disuelve con 20 mL de CH3;COOH
y 4.0 mL de CH,Cl,. Posteriormente se adicionan 0.8 mL (6.48 mmol) de BF3.Et,O
y se deja agitar por 10 minutos.

A continuacion se agrega poco a poco en pequefias porciones 0.2 g (2.9 mmol) de
NaNO; y se deja reaccionar durante 4 horas a temperatura ambiente. Después de
este tiempo, el crudo de reaccion se vertio en un matraz Erlenmeyer con 30 mL de
H,O en hielo finamente picado, enseguida se realizaron 3 extracciones con 30 mL
de CH.Cl,, una neutralizacién con una solucion al 5% de NaHCOj; hasta un pH
entre 6-7 y lavados con agua destilada. La fase organica resultante se sec6 con
MgSO, y se concentr6 en el rotavapor. El crudo de reaccion se separG por
cromatografia en columna utilizando como eluente un sistema 95:5 (hexano-
acetato de etilo) y como fase estacionaria gel de silice, se obtuvieron 340 mg (70

% de rendimiento) de 16.

Polvo blanco , p.f = 170-172°C

IR 1701y 1729 cm™tensién (C=0), 1251 cm™ tensién (C-O)
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'H RMN &: 4.60 (1H, m, H-3), 4.47 (1H, m, H-16), 3.69 (1H, t, H-26), 3.54 (1H, dd,
H-26), 2.70 (1H, p, H-20), 2.46 (1H, t, H-17), 2.36 (2H, m, H-24).

13C RMN &: 213.04 (C-12), 201.63 (C-23), 170.60 (CHsCO--3), 109.73 (C-22),
81.64 (C-16), 73.11 (C-3), 65.66 (C-26) 55.70, 55.43, 55.32, 52.98, 45.20, 44.39,
37.61, 36.20, 36.06, 35.54, 35.33, 34.21, 33.73, 31.40, 31.08, 28.08, 27.15, 21.42,
17.09, 15.80, 13.05, 11.84.
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5.3 Obtencidn del acetato de (23R,25R)-12,22-diox0-16,23:23,26-diepoxi-5a-
colestan-3B-ilo.

TiCl,/ CH,Cl,
—_—
(1]

BF;O0Et,, CFCOOH

AcO AcO

16

T

Metodologia 1

En un matraz de bola de 100 ml provisto de agitacion magnética y atmosfera inerte
se colocaron 500 mg (1.03 mmol) de acetato de 23-oxohecogenina (16) y se
disolvieron en 15 mL de CH,CI, seco, a esta solucion se agregaron 0.4 mL (3.3
mmol) de TiCl, y se mantuvo en agitacion por 7 horas a temperatura ambiente y
en atmosfera inerte, después de comprobar por cromatografia en capa fina
Hexano/AcOEt (8:2) la transformacion total de la materia prima, el crudo de
reaccion se vertid en un matraz Erlenmeyer conteniendo 30 mL de agua fria, la
fase organica se extrajo con CH,CIl, (2x20mL), la fase organica se lavé con
salmuera (1x15mL) y agua destilada (1x50mL), se sec6 con MgSO, y se
concentr6 a sequedad en el rotavapor. El crudo de reaccion se separ0 por
cromatografia en columna utilizando como eluente un sistema 9:1 (hexano-AcOEt)
y como fase estacionaria gel de silice. Se obtuvieron 250 mg (50 % de

rendimiento) de 17.

Metodologia 2

En un matraz de bola de 100 ml provisto de agitacién magnética y atmosfera inerte
se colocaron 100 mg (0.205 mmol) de acetato de 23-oxohecogenina (16) y se
disolvieron en 4.5 mL de CH,Cl,, a esta solucién se agregaron 0.126 mL (1.025
mmol) de BF3OEt, y 0.16 mL (2.05 mmol) de acido trifluoroacético y se mantuvo

en agitacion por 2 horas a temperatura ambiente, por cromatografia en capa fina
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Hexano/AcOEt (8:2) se observo que no fue completa la transformacion total de la
materia prima, el crudo de reaccion se verti6 en un matraz Erlenmeyer
conteniendo 30 mL de agua fria, la fase organica se extrajo con CHCl, (2x20mL),
la fase organica se lavo con salmuera (1x15mL) y agua destilada (1x30mL), se
sec6 con MgSO, y se concentrd a sequedad en el rotavapor para posteriormente
purificarlo por cromatografia en columna utilizando como eluente un sistema 9:1
(hexano-AcOEt) y como fase estacionaria gel de silice. Se obtuvieron 40 mg (40 %
de rendimiento) de acetato de 17.

Polvo blanco , p.f = 167-169 °C

IR 1703y 1724 cm™ tensién (C=0), 1247 cm™ tension (C-O).

IH - RMN &: 4.65 (1H, m, H-3), 4.35 (1H, ¢, H-16), 4.10 (1H, t, H-26), 3.5 (1H, t, H-
26), 2.62 (1H, m, H-20), 2.48 (1H, t, H-17).

13C - RMN 3: 212.04 (C-12), 211.779 (C-22), 170.16 (CH,CO,-3), 107.32 (C-23),
75.09 (C-16), 72.75 (C-3), 70.98 (C-26), 56.58, 55. 68, 53.03, 47.91, 44.05, 43.44,
39.76, 37.77, 35.93, 35.85, 34.27, 33.425, 33.06, 32.17, 31.09, 27.85, 26.87,
21.05, 16.36, 13.64, 12.48, 11.55.
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5.4 Obtencion del diacetato de (23Z,25R)-12,22-diox0-16,23-epoxi-5a-
colestan-23-en-3B,26-diilo.

OAc
BF3.OEt2, Ac20

AcO 17 AcO

18

= 1D

H

En un matraz de bola de 50 mL provisto de agitacion magnética y atmosfera inerte
se colocaron 300 mg (0.61 mmol) de 17 y se disolvieron en 5.0 mL de CH,Cl,y 0.5
mL (5.2 mmol) de anhidrido acético, enseguida se agregaron 0.5 mL (3.9 mmol)
de BF3.0Et2. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura
ambiente y bajo atmosfera inerte por 10 minutos. Después de este tiempo, el
crudo de reaccion se vertio en un matraz Erlenmeyer con 30 mL de agua en hielo
finamente picado, enseguida se hizo una extraccion con 25 mL de CH,Cl,. Al
crudo de la reaccion se le hicieron lavados con salmuera, solucién saturada de
NaHCO;3; y agua destilada. La fase organica resultante se secé con MgSO, y se
concentrd en el rotavapor. El crudo de reaccion se separd por cromatografia en
columna utilizando como eluente un sistema 9:1 hexano-AcOEt y como fase

estacionaria gel de silice, se obtuvieron 274 mg (85 % de rendimiento) de 18.

Polvo blanco , p.f = 167-169 °C

IR 1727 cm™ tensién (C=0), 1266 cm™ tensién (C-0).
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'H RMN &: 5.59 (1H, d, H-24), 4.61 (1H, m, H-3), 4.04 (1H, c, H-16), 3.90 (2H, m,
H-26), 2.89 (1H, m, H-25), 2.53 (1H, m, H-20).

13C RMN &: 212.37 (C-12), 199.32 (C-22), 171.09 (CH3C0,-26), 170.66 (CH3CO,-
3), 150.73 (C-23), 117.24 (C-24), 77.95 (C-16), 73.08 (C-3), 67.82 (C-26), 56.93,
56.01, 53.01, 47.45, 44.37, 40.05, 38.05, 36.23, 36.19, 34.46, 33.68, 32.45, 31.41,
29.46, 28.10, 27.14, 21.43, 20.97, 16.82, 14.25, 12.89, 11.86.
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5.5 (25R)-3B,26-Dihidroxi-16B-23-epoxi-12-oxo-5a-colestano [23,22-
d][1,2,4]triazolo-[1,5-a]pirimidina.

N
Y
P /N’<Nj|‘l

OAc

3-amino-1,2,4-triazol

AcO t-BuOK, n-BuOH HO 1

= T

18

jm )

En un matraz de bola provisto de agitacion magnética se colocan 100 mg del
derivado carbonilo a-f insaturado (18) y se disuelve en 5.0 mL de n-BuOH
anhidro. A esta disolucion se adiciona 8.0 mg de 3-amino-1,2,4-triazol y 0.08 mL
de t-BuOK y se mantiene a reflujo por 1.5 horas. Después de comprobar por
cromatografia en capa fina la transformacion de la materia prima, al crudo de
reaccion se le evapora el disolvente a presion reducida en el rotavapor,
posteriormente se filtra en un embudo bichner realizando lavados con CH,Cl,
para arrastrar la fase organica y retener las sales inorganicas, a continuacion se
seca con MgSO, y se concentra a sequedad. El crudo de reaccién se separd por
cromatografia en placa preparativa utilizando como eluente un sistema 95:5
(CH,CI,/MeOH), se obtuvieron 19.7 mg (20 % de rendimiento) de 19.

Propiedades fisicas: Aceite amarillo

'H RMN &: 8.25 (1H, s, H-2’ del anillo de triazol), 3.8 (H1, m, H-3), 3.2 (H1, m, H-
16), 3.3y 4.0 (2H, m, H-26), 3.24 (H1, m, H-25).

13C RMN &: 201 (C-12), 157(C-2’ del anillo de triazol), 172 (C-5), 134 (C-6’), 119
(C7)
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5.6 Obtencién de la pirimidina.

OAc

Guanidina
—_— X
K,CO;, DMF AcO

AcO 18

jm )

En un matraz de bola de 50 mL provisto de agitacién magnética y atmosfera inerte
se coloca 120 mg del derivado carbonilo a-p insaturado (18) y se disuelve en 8
mL de DMF anhidro. A esta disolucion se adiciona 0.04 g de carbonato de potasio
y 0.0224 g de guanidina y se mantiene a reflujo y en atmosfera de argon por 45
minutos. Por cromatografia en capa fina se observd que la transformacion de la
materia prima no fue completa y con la apariciéon de un producto menos polar que
la materia prima, después de este tiempo comienzan a aparecer una serie de
manchas mas polares que la m.p y con rf muy similar. El crudo de reaccion se
vierte sobre CH,Cl, y agua en una relacién 8/2 y se deja agitar por 30 min. A
continuacion, se realizan extracciones con CH,Cl, (2x15 mL), la fase organica se
lava con salmuera (2x20 mL) y agua destilada (1x25 mL), a continuacion se seca
con MgSO, y se concentra a sequedad. El crudo de reaccion no se pudo separar
por CC dopada con trietilamina. Una gran cantidad de productos se forman
durante su purificacibn con factores de retencibn muy similares obteniendo

mezclas de productos, los cuales fueron dificiles de elucidar por RMN.
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5.7 Obtencion de tigogenina a partir de acetato de hecogenina por reduccion
de wolff-kishner.

NH,NH,, KOH
_—

Etilenglicol

AcO refluio Ho

15

)

En un matraz de bola de 250 mL se colocan 2.0 g (4.64 mmol) de acetato de
hecogenina (15) y se disuelven en 30 mL de etilenglicol posteriormente se
adicionan 2.0 ml de hidracina y la mezcla se coloca a reflujo durante 20 minutos.
Pasado el tiempo se adiciona 1.0 g de KOH (17.3 mmol) y se deja reaccionar a
reflujo durante 6 horas mas. La reaccion es seguida por cromatografia en capa
fina hasta que se consuma en su totalidad la materia prima, se observa la
formacion de varios compuestos mas polares que ella. El crudo de reaccion se
deja enfriar hasta temperatura ambiente, posteriormente se vierte sobre 100 mL
de una solucion fria de HCI al 5 %. Un producto blanco precipita y se filtra bajo
presién reducida, adicionalmente se realizan varios lavados con agua fria. El
producto se deja secar al aire libre y se recolecta. El producto de reaccién se
purifica por cromatografia en columna utilizando como eluente un sistema 7:3
(hexano/AcOEt) y como fase estacionaria gel de silice, se obtuvieron 0.9 g (50 %

de rendimiento) de tigogenina (20).
Polvo blanco

'H RMN &: 4.32 (1H, ¢, H-16), 3.48 (1H, m, H-3), 3.40 (1H, dd, H-26€), 3.29 (1H, t,
H-26a).
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13C RMN &: 109.41 (C-22), 80.91(C-16), 70.88 (C-3), 66.80 (C-26), 62.00 (C-17),
56.22, 54.26, 44.74, 41.53, 40.51, 39.96, 37.74, 36.88, 35.50, 35.03, 32.17, 31.58,
31.22, 31.06, 30.16, 28.62, 28.54, 20.98, 17.03, 16.41, 14.36, 12.25.
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5.8 Obtencién del acetato de 23-oxotigogenina.

P
E 0]
Z
Z
2 N
Z. N
S
S

NaNOZ, BF3.0Et2

CH,COOH

HO

HO 20 A 21

T

En un matraz de bola de 100 mL provisto de agitacion magnética se coloca 0.4233
g (1 mmol) de tigogenina (20) y se disuelve con 20 mL de CH3;COOH y 4.0 mL de
CH.Cl,. Posteriormente se adicionan 0.8 mL (6.48 mmol) de BF3.Et,0O y se deja
agitar por 10 minutos.

A continuacion se agrega poco a poco en pequefas porciones 0.21g (2.9 mmol)
de NaNO, y se deja reaccionar durante 5.5 horas a temperatura ambiente.
Después de este tiempo, el crudo de reaccion se vertido en un matraz Erlenmeyer
con 30 mL de H,O en hielo finamente picado, enseguida se realizaron 3
extracciones con 10 mL de CHxCl,, una neutralizacion con una solucion al 5% de
NaHCO3; hasta un pH entre 6-7 y se realizan lavados con agua destilada. La fase
organica resultante se secé con MgSO, y se concentrd en el rotavapor. El crudo
de reaccidon se separ0 por cromatografia en columna utilizando como eluente un
fraccion inicial de hexano y posteriormente un sistema 95:5 (hexano-acetato de
etilo) y como fase estacionaria gel de silice, se obtuvieron 229 mg (55 % de

rendimiento) de 21.
IR 3276 cm™ (O-H), 1730 cm™ tensién (C=0).

IH RMN &: 4.53 (1H, dd, J = 14.9, 7.4 Hz, H-3), 3.72 (1H, t, J = 11.2 Hz, H-26),
3.51 (2H, m, H-16, H-26), 2.80 (1H, m, H-20).

13C RMN &: 202.01 (C-23), 202.00 (C-22), 109.82 (C-3), 83.37 (C-16), 71.32 (C-
26), 65.63, 61.72, 56.42, 54.31, 45.30, 44.82, 41.06, 39.83, 38.15, 36.94, 35.88,
35.58, 35.06, 34.75, 32.23, 31.71, 31.49, 31.01, 28.56, 20.98, 17.11, 16.26, 14.40,
12.37
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5.9 Obtencion del (23R,25R)-22-0x0-16,23:23,26-diepoxi-5a-colestan-3p-ilo.

En un matraz de bola de 100 ml provisto de agitacion magnética y atmosfera inerte
se colocaron 200 mg (0.48 mmol) de acetato de 23-oxohecogenina (21) y se
disolvieron en 15 mL de CH,CI, seco, a esta solucion se agregaron 0.4 mL (3.3
mmol) de TiCl, y se mantuvo en agitacion por 7 horas a temperatura ambiente y
en atmosfera inerte, después de comprobar por cromatografia en capa fina
Hexano/AcOEt (8:2) la transformacion total de la materia prima, el crudo de
reaccion se vertid en un matraz Erlenmeyer conteniendo 30 mL de agua fria, la
fase organica se extrajo con CH,Cl, (2x20mL), la fase organica se lavé con
salmuera (1x15mL) y agua destilada (1x30mL), se sec6 con MgSO, y se
concentr6 a sequedad en el rotavapor para posteriormente purificarlo por
cromatografia en columna usando con eluente un sistema 85:15 (hexano/AcOEt) y
como fase estacionaria gel de silice. Se obtuvieron 120 mg (60 % de rendimiento)
de 22.

Polvo blanco ,
IR 3276 cm™ (O-H), 1733 cm™ tensién (C=0), 1265 cm™ tensién (C-0O).

IH RMN &: 4.37 (1H, g, J = 7.4 Hz, H-16), 4.15 (1H, t, J = 7.6 Hz, H-26), 3.61 (1H,
m, H-3), 3.56 (1H, t, J = 8.6 Hz, H-26), 2.82 (1H, m, H-20), 2.42 (1H, m, H-25), 2.
(2H, m, H-24).
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13C RMN &: 213.35 (C-22), 107.96 (C-23), 75.28 (C-26), 72.95 (C-16), 71.23 (C-3),
57.61, 54.19, 53.09, 44.74, 43.88, 42.89, 39.96, 39.91, 38.10, 36.92, 35.52, 35.14,
33.42, 32.94, 32.20, 31.42, 28.55, 21.09, 16.44, 14.80, 12.94, 12.36.
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5.10 Obtencion del diacetato de (23Z,25R)-12,22-diox0-16,23-epoxi-5a-
colestan-23-en-3B,26-diilo.

En un matraz de bola de 50 mL provisto de agitacion magnética y atmosfera inerte
se colocaron 100 mg (0.24 mmol) de 21 y se disolvieron en 2.0 mL de CH,Cl,y 0.2
mL de anhidrido acético, enseguida se agregaron 0.2 mL de BF3;OEt,. La mezcla
de reaccidn se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente y bajo atmosfera
inerte por 10 minutos. Después de este tiempo, el crudo de reaccion se vertio en
un matraz Erlenmeyer con 10 mL de agua en hielo finamente picado, enseguida
se hizo una extraccion con 10 mL de CHCl,. Al crudo de reaccion se le hicieron
lavados con salmuera, solucién saturada de NaHCO3; y agua. La fase organica
resultante se secd con MgSO,4 y se concentré en el rotavapor. El producto se
separé por cromatografia en columna utilizando como eluente un sistema 8:2
(hexano-AcOEt), se obtuvieron 110 mg (90 % de rendimiento) de 23.

Polvo blanco , p.f = 155-157°C

IR 1727 cm* tension (C=0), 1270 cm™ tension (C-O).

'H RMN &:5.52 (1H, d, J = 9.3 Hz, H-24), 4.62 (1H, m, H-3), 4.03 (dd, J = 14.2,
6.9 Hz, H-16), 3.92 (1H, m, H-26), 3.85 (1H, m, H-26), 2.89 (1H, m, H-25), 2.68 —
2.58 (1H, m, H-20).

13C RMN &: 200.22 (C-22), 171.18 (CH3C0,-26), 170.81 (CH5CO,-3), 151.47(C-
23), 116.31 (C-24), 79.26 (C-16), 73.60 (C-3), 67.93 (C-26), 56.96, 54.10, 52.82,
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44.58, 42.90, 39.84, 39.75, 36.68, 36.62, 35.54, 35.02, 33.94, 32.93, 32.12, 29.73,
29.44, 28.39, 27.41, 24.70, 21.52, 21.01, 16.84, 15.10, 13.43, 12.26.

5.11 Obtencioén de la 12,22-dioxima de hecogenina.

/)
1y, ,
'’

NH,OH.HCI
R —

AcONa, EtOH

AcO reflujo  AcQ

IEI

En un matraz de bola de 50 mL provisto de agitacibn magnética se colocaron 100

17

mg (0.206 mmol) de 17 y se disolvieron en 10 mL de EtOH, enseguida se
agregaron 0.1428 g de NH,OH.HCI (2.06 mmol) y 0.1696 g de acetato de sodio
(2.06 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a reflujo por 24 h.
Posteriormente se deja enfriar y se realizan extracciones con CH,Cl, (3x10 mL),
se hacen lavados con salmuera (2x10 mL), y uno con agua destilada. La fase
organica resultante se seca con MgSO,, se filtra y se concentra a presion
reducida. El crudo de reaccion se separ6 por cromatografia en columna utilizando
como eluente un sistema 8:2 (hexano-AcOEt), se obtuvieron 58.5 mg de 24 (55%

de rendimiento).

Propiedades fisicas: Aceite amarillo

IHRMN  &:4.68 (1H, m, H-3), 4.45 (1H, m, H-16), 3.9(1H, t, H-26), 3.52 (1H, t,
H-26), 3.42 (1H, m, H-11), 3.3 (1H, dd, H-11), 3.02 (1H, m, H-20), 2.53 (1H, m, H-
17).
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BCRMN  &:170.69 (CH3CO,-3), 164.93 (C-12), 155.23 (C-22), 108.39 (C-23),
81.05 (C-26), 75.1 (C-16), 73.38 (C-3).

5.12 Obtencién de la 22-oxima de tigogenina.

/)
"1y, ",
2

NH,OH.HCI
—_—

AcONa, EtOH

HO reflujo HO

22

= u{THHID)

En un matraz de bola de 50 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 100
mg (0.232 mmol) de 22 y se disolvieron en 10 mL de EtOH, enseguida se
agregaron 0.1612 g de NH,OH.HCI (2.32 mmol) y 0.1903 g de acetato de sodio
(2.32 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a reflujo por 24 h.
Posteriormente se deja enfriar y se realizan extracciones con CH,Cl, (3x10 mL),
se hacen lavados con salmuera (2x10 mL), y uno con agua destilada. La fase
organica resultante se seca con MgSO, se filtra y se concentra a presion
reducida. El crudo de reaccion se separd por cromatografia en columna utilizando
como eluente un sistema 8:2 (hex-AcOEt), se obtuvieron 46.5 mg de 25 (45% de

rendimiento).

Propiedades fisicas: Aceite amarillo claro

IR 3340 cm™(O-H)
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HRMN  &:9.21 (2H, s, OH), 4.21 (2H, m, H-16, H-26), 3.48 (2H, m, H-3, H-
26), 2.5 (2H, m, H-20, H-25).

BCRMN  3:160.31 (C-22), 107.07 (C-23), 74.21 (C-26), 72.45 (C-16), 71.26
(C-13).

5.13 Obtencién de la 22-oxima a,B-insaturada de tigogenina.

OAc

NH,OH.HCI, AcONa
——

AcO EtOH AcO

23

IEI

En un matraz de bola de 50 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 100

mg (0.232 mmol) de 18 y se disolvieron en 10 mL de EtOH, enseguida se
agregaron 0.1612 g de NH,OH.HCI (2.32 mmol) y 0.1903 g de acetato de sodio
(2.32 mmol). La mezcla de reaccidon se mantuvo en agitacion a reflujo por 24 h.
Por CCF no se observa cambio alguno. La placa no revela ningun producto de
reaccion después de ese tiempo. La materia prima se recupera y se purifica por
CC.
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6. CONCLUSIONES

Se obtuvo una materia prima importante a partir del acetato de hecogenina
mediante una reaccién Wolff-Kishner en rendimientos cuantitativos util en la

sintesis de derivados carbonilicos a,3-insaturados.

Se desarroll6 una metodologia de tres etapas para la obtencion de sistemas

carbonilicos a,B3-insaturados derivados de la hecogenina y tigogenina.

La formacion de los derivados 23-oxosapogeninas se realizé siguiendo la
metodologia reportada en la literatura con pequeias variaciones, las cuales

no afectan en el rendimiento de reaccion.

Se ensay0 la posibilidad de utilizar diferentes acidos de Lewis para la

obtencion de derivados 22-oxosustituidos siendo el mejor TiCl,.

Se realiz6 con excelentes rendimientos la apertura regioselectiva del anillo
F de los derivados 22-oxosapogeninas para la obtencion de los sistemas

carbonilicos a,B-insaturados.

Se procedid a la sintesis de heterociclos fusionados al anillo esteroidal
utilizando como reactivos 3-amino-1,2,4-triazol, guanidina e hidroxilamina,

dando resultados positivos con el 3-amino-1,2,4-triazol.

Se llevd a cabo la sintesis de oximas Utiles en la obtenciéon de heterociclos

fusionados al anillo esteroidal con resultados cuentitativos.
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