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RESUMEN

RESUMEN.

En el presente trabajo de tesis se reporta la sintesis de dos nuevos azaesteroides a
partir de la modificacion de los anillos A 'y B de la diosgenina 2. El compuesto 140 fue
preparado en tres pasos utilizando como precursor al 3-ceto-A* 138, el cual fue
oxidado con KMnO4/KIOs seguido de una escision oxidativa en el anillo A y
posteriormente ciclado con una sal de amonio haciendo uso del microondas
focalizado. Un segundo azaesteroide fue sintetizado siendo el paso clave el rearreglo
de Beckmann de la oxima 146 en el anillo B con lo cual se obtuvo la enamida tipo
lactama 147 en un rendimiento del 51 %. Las metodologias empleadas para la
sintesis de los precursores dan mejores rendimientos comparados con los reportados
en la literatura®2!. Para la caracterizacion de los diferentes compuestos se empleo
RMN de 1H, 13C y experimentos bidimensionales, asi como también masas de alta

resolucion (HRMS), IR y, en algunos casos, difraccion de rayos X.
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RESUMEN

RESUMEN.

En el presente trabajo de tesis se reporta la sintesis de dos nuevos azaesteroides a
partir de la modificacion de los anillos A 'y B de la diosgenina 2. El compuesto 140 fue
preparado en tres pasos utilizando como precursor al 3-ceto-A* 138, el cual fue
oxidado con KMnO4/KIOs seguido de una escision oxidativa en el anillo A y
posteriormente ciclado con una sal de amonio haciendo uso del microondas
focalizado. Un segundo azaesteroide fue sintetizado siendo el paso clave el rearreglo
de Beckmann de la oxima 146 en el anillo B con lo cual se obtuvo la enamida tipo
lactama 147 en un rendimiento del 51 %. Las metodologias empleadas para la
sintesis de los precursores dan mejores rendimientos comparados con los reportados
en la literatura®2!. Para la caracterizacion de los diferentes compuestos se empleo
RMN de 1H, 13C y experimentos bidimensionales, asi como también masas de alta

resolucion (HRMS), IR y, en algunos casos, difraccion de rayos X.

>
S
s

N
\\\\

2 Pasos

0)
140
o 138
22
S
Diosgenina
(2
o
3
%

AcO AcO

146 147

X1l



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los esteroides son compuestos organicos ampliamente distribuidos en la naturaleza,
tienen importantes funciones bioldgicas en los seres vivos que los producen y
cuando son administrados a otros organismos pueden causar efectos fisiologicos,
puesto que tienen la habilidad de entrar a las membranas celulares y asociarse con
diversos receptores. Segun la IUPAC?, los esteroides se definen como compuestos
gue poseen un esqueleto ciclopentaperhidrofenantreno o un derivado de éste
mediante rupturas, alargamientos o contracciones de los anillos. Cuando se modifica
el nucleo o la cadena lateral de los esteroides pueden resultar derivados muy
interesantes desde el punto de vista biolégico que pueden tener aplicacion en el

desarrollo de nuevos farmacos.

Los esteroides se clasifican en diversas familias que tienen similitudes estructurales,
por ejemplo, brasinoesteroides, ecdisonas, hormonas sexuales y adrenocorticales,
acidos biliares, sapogeninas esteroidales, etc. En particular, las sapogeninas
esteroidales son un grupo de compuestos muy importantes porque han servido para
sintesis de diversos compuestos bioactivos, el principal de ellos, la noretisterona,
principio activo del primer anticonceptivo oral. Desde el punto de vista estructural
conforman seis anillos fusionados (A-F) y su numeracién, segun la IUPAC debe ser

como se muestra en la figura 1.

Figura 1. Estructura, numeracion y estereoquimicad e las sapogeninas.

La mayoria de los espirostanos conocidos pertenecen a la serie 5a (fusion A/B trans)
y una minoria a la serie 53 (fusion A/B cis); algunos tienen insaturaciones en C-5

como la diosgenina, que es una de las principales materias primas para la obtencion
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de hormonas; ademas pueden encontrarse grupos hidroxilo en las posiciones 2, 6,
12, 15 y 17. Por lo general, las sapogeninas presentan 3 centros estereogénicos
adicionales a los comprendidos en la nomenclatura de la IUPAC: el 16S, 22S y en C-
26.

La diosgenina (2) es una sapogenina que ha sido aislada de diversos 6rganos
vegetales en las familias de las monocotiledoneas, especialmente en las
dioscoreaceas (Dioscorea), agavaceas (Agave, Yucca) y liliaceas (Smilax y Trillium).
La diosgenina se obtiene por medio de hidrolisis enzimética o quimica a partir de la
dioscina (1) (esquema 1); el grupo acetal en la cadena lateral y la doble ligadura de
C-5 hacen de la diosgenina una molécula atractiva como materia prima en la sintesis

de farmacos esteroidales?.

HO Dioscina Diosgenina

Esquema 1. Obtencién de diosgenina a partirde lad  ioscina por hidrolisis
acida.
Algunas modificaciones de la diosgenina han dado como resultado la formacion de
oxa-, tia- y aza-esteroides®. La introduccion de un heteroatomo o sustituciéon de uno o
mas atomos de carbono en la molécula del esteroide por un heteroatomo afecta a las
propiedades quimicas de la molécula y puede alterar su actividad biolégica, viéndose
en muchas ocasiones incrementada, generando productos de mayor importancia a
nivel farmacoldgico. En los ultimos afios ha habido un creciente desarrollo en la

sintesis de heteroesteroides, en particular de azaesteroides®.
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Los azaesteroides forman una familia de compuestos de gran interés, debido al
amplio rango de actividades biolégicas que presentan, un ejemplo de ello es la
inhibicion de la enzima 5a-reductasa® en la conversion de testosterona a 5a-
dihidrotestosterona. La formacidn de esta Ultima esta relacionada con la presencia de
enfermedades como la hipertrofia prostatica benigna, acné, hirsutismo, calvicie en
varones® y permite establecer un tratamiento para estas enfermedades. Otras
actividades biolégicas encontradas en los azaesteroides son anticancerigena’,
antiparasitaria®,  antibacterial®,  antifingical®, inhibidora de PI-PLC!1 'y
antiinflamatorial?2. Algunas estructuras azaesteroidales bioactivas!318 se muestran en

la figura 2.
CONHCHPh,
OR
o N
o) N CHs o) N |
| H CHs
CHs
3 4 5 R= Alquil, Aril
COCH3 COR
N
(0] N fo) II:II
6 7 8

Inhibidor de enzima
5a-reductasa tipo 1 3,5,6y7

Inhibidor de enzima
Sa-reductasatipo1y 2

4y 8

Figura 2. Estructuras azaesteroidales con actividad bioldgica.
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Las propiedades de los azaesteroides muestran la gran importancia en la generacién
de estructuras novedosas de esta clase de compuestos para su estudio biologico y la
necesidad de establecer el desarrollo de nuevas metodologias para su sintesis. En
base a lo anterior, el presente trabajo de investigacion esta dedicado a la sintesis de
nuevos azaesteroides a partir de la diosgenina como materia prima versatil
modificando los anillos A y B, ya que la obtencion de derivados 4-aza y 6-
azaesteroidales a partir de dicha molécula genera un gran interés en el estudio de

sus reactividades y evaluacion de sus actividades bioldgicas.
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2. ANTECEDENTES

En la literatura se encuentran descritas la sintesis de distintos tipos de azaesteroides,
los cuales se caracterizan por contener dentro de su esqueleto esteroidal un atomo
de nitrégeno que le proporciona actividades biolégicas de gran interésis18, A
continuacion se presenta una revision sobre los reportes en la sintesis de B-
homolactamas y de 4 y 6-azaesteroides dado que en el presente trabajo se

prepararon azaesteroides de estos tipos partiendo de diosgenina.
2.1 Sintesis de 4-Azaesteroides

En 1986, Rasmusson?® prepard una serie de 4-azaesteroides utilizando esteroides 3-
ceto-A* con nucleos de androsteno como precursores (esquema 2). La oxidacion del
doble enlace produjo seco ceto acidos 10, los cuales fueron ciclados con una amina
apropiada a altas temperaturas para dar las ene lactamas 11 a-e. La subsecuente
hidrogenacion catalitica con platino produjo selectivamente los 5a-4-azaesteroides
12 a-c, f. Los productos 4-azaesteroidales fueron examinados in vitro como
inhibidores de la 5a-reductasa en préstatas de ratas y posteriormente en humanos,

obteniendo mejores resultados en los primeros.

Ry
[V aVaVaVa) TN
i z‘a i I\/Ié)}% i
o HO™ 00 07N
R

9 10 11 a-e
i. KMnO, - NalO, , t-BuOH, reflujo aR=H d R=NH,
ii. RNH,, A bR=CH; e R=OH
iii. Hy , Pt, HOAc ¢ R=C,Hs; f R=NHCOH

Esquema 2. Sintesis de los derivados 4-azaesteroida les 12 a-c, f.

En 1994, Bakshi?® reportd una sintesis estereoselectiva de una serie nueva de 4-
azacolestan-3-onas 7[(-sustituidos y su actividad in vitro contra enzimas humanas

5a-reductasa tipo 1y 2 (esquema 3). La sintesis comenzo6 con la oxidacion alilica del

acetato de colesterilo produciendo 13. Para introducir el grupo R en C-7 se hizo

5
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reaccionar a 13 con un reactivo organometalico y la subsecuente reduccién del
alcohol generado produjo las enonas 73-sustituidas 14 a-d que fueron convertidas a
las cetonas a,B-insaturadas 15 a-d por reaccion con DBU en THF. La oxidacién del
anillo A de los compuestos 15 a-d se llevé a cabo con KMnO4/KIO4 para obtener los
seco ceto acidos 16 a-d, los cuales fueron ciclados a reflujo con una solucién de
acetato de amonio en acido acético para dar los correspondientes azaesteroides 17
a-d. La hidrogenacion catalitica de los esteroides 17 a-d con platino generd los

derivados 5a-reducidos 18 a-d.

/, ",

AcO O
13 14 a-d 15 a-d

7 7
"y, 'y,

R —

0~ °N R 07 °N R

H H
16 a-d 17 a-d 18 a-d
vi vii

a R=Me ’//,,, ////,/
b R= Et
¢ R=n-Pr
d R=Ph

(0] l?l R (0] l}l R

19 a-d 20 a, R=Me, Ry=Me

20 b, R=Me, Rp=Et
20 ¢, R=Me, Rp=Alilo
20d, R=Et, Ry=Me
20 e, R=n-Pr, Ry=Me
20 f, R=Ph, Ry=Me

(i) (a) RLi or RMgX/THF, (b)AI(OiPr);/tolueno/CgH,o0O, (c) LITHF/NH3; (ii) DBU/THF/reflujo; (iii)KMn0,4/NalO4/t-BuOH/H,0/70°C;
(iv) NH4OAc/AcOHI/reflujo; (v) PtO,/JAcOH/H,; (vi) Mel/NaH/DMF (vii) Mel 6 Etl 6 bromuro de alilo/NaH/DMF.

Esquema 3. Sintesis de una serie de derivados 7  B-sustituidos 4-azacolestan-3-

onas.
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Los azaesteroides insaturados 17 a-c fueron generalmente menos activos
comparados con los correspondientes compuestos saturados. La introduccién de un
grupo 7B-metil 20 a incrementd el potencial del azaesteroide como inhibidor de la

enzima tipo 1.

Un afio después, Li?! report6 la obtencién de los azaesteroides 22 a-c conteniendo
nitrogeno tanto en la cadena lateral como en el ndcleo esteroidal (esquema 4),
siguiendo la metodologia establecida por Rasmunsson. Para formar la amida en la
cadena lateral, una vez construido el 4-azaesteroide, se oxido el alcohol en C-17
utilizando el reactivo de Jones o PCC generando las correspondientes 4-aza, 3,17
dionas 23 a-b mientras que la oxidacion de 22 ¢ dio 23 c. La aminacion reductiva de
las cetonas 23 a-b con acido férmico y N-metilformamida bajo las condiciones
establecidas por Leuckart-Wallach?? generé los correspondientes 173-(N-
metilformamidas) 24 a-b en buenos rendimientos (58-78 %). Sin embargo, cuando 23
c fue tratada bajo las mismas condiciones de reaccién, obtuvieron un 37 % de 24 b y
solo 24 % de 24 c. La reaccion de 24 a-b con 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona (DQB) y bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) en 1,4-dioxano dio
los esteroides 4-aza 1-en 25 a-b en altos rendimientos (68-72 %).

OH

0]

R R
21 22ac  aR=H Bac
Testosterona b R= CH;

¢ R= CHj, A%S

24 a-c 25a-b

i) CrO3, H,S0,, H,0, CH;COCHS,, t. a., 1h. ii) HCO,H, HCONHCH,, HOCH,CH,O0H, 180 °C, 12h.
iii) DDQ, BSTFA, t. a., 12h; reflujo, 12h.

Esquema 4. Ruta de sintesis de los azaesteroides 25 a-b.
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En 1996, Batchelor®® reporté la sintesis de la Dutasterida (33) (esquema 5).
Nuevamente el paso clave fue la ruptura oxidativa del doble enlace de C4 para
formar el 4cido 3-oxo-4-androsten-173-carboxilico (26). El posterior tratamiento con
NaMnOs acuoso y NalOs a reflujo en tert-butanol generd el derivado 5-oxo-A-nor-3
,5-secoandrostan-3-oico (27). La reaccion del compuesto 27 con amoniaco en reflujo
de etilenglicol dio el acido 4-aza-androst-5-en-3-ona (28), mismo que se sometié a
hidrogenacion a una temperatura de 60-70 °C y una presion de 40-60 psi en
presencia de un catalizador de Oxido de platino, proporcionando el 4-aza-5a-
androstan-3-ona (29). La esterificacion de 29 con MeOH/H>SOs y su posterior
deshidrogenacion dié como resultado el compuesto 30. Usando 2,3-dicloro-5,6-
diciano-benzoquinona (DDQ) y bis (trimetilsilil)trifluoro-acetamida (BSTFA) se formo
el producto esteroidal 31. La hidrdlisis de 31 con NaOH en agua y metanol genero el
intermediario 32, el cual fue convertido en el haluro de acido correspondiente y se
hizo reaccionar con 2,5-bis (trifluorometil) anilina para dar la Dutasterida (33) con un

rendimiento total del 5.13 %.

33 &, 32 31 30

i) aqg NaMnOy,, NalOy, tert-butanol, 75 °C, 30-45 min; ii) etilenglicol seco, NH3,180 °C, 1 h;
iii) CH3CO2H, PtO,, 60-70 °C, 6 h bajo H,/50 psi; iv) MeOH, H,SO,4; v) DDQ, BSTFA en dioxano,
10-12 h; vi) NaOH, MeOH, H,0; vii) SOCl,, tolueno/CH,CI,/THF, 9 h, 70 °C.

Esquema 5. Sintesis de la Dutasterida (33).

En el 2004, Yadav?* reportd la sintesis de un nuevo azaesteroide a partir de la
diosgenina (2) la cual fue convertida al derivado 34 (esquema 6) de acuerdo a un

método previamente reportado en la literatura?s. El rearreglo del enol 34 genero6 el

8
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noresteroide 35, que se oxido con reactivo de Jones para formar el esteroide 36. La
oxima 37 se obtuvo por tratamiento de la cetona 36 con NH.OH.HCI y acetato de
sodio trihidratado, la cual fue finalmente tratada con SOCI. en dioxano conduciendo
al rearreglo de Beckmann y la expansion del anillo A, generando la lactama 38 en un

rendimiento global del 19 %.

N

o Nh 38 HON H

i) Ref. 6; ii) KOH/n-pentanol, 36 h, 15°C; iii) Reactivo de Jones, 20 °C; iv) NH,OH.HCI/AcONa.3H,0,
reflujo 2 h; vi) SOCl,/Dioxano, 20-25 °C 15 min.

Esquema 6. Sintesis del azaesteroide tipo espirosta  nico 38.

Para el afio 2005, Zhong?® report6 la sintesis del 3-oxo-4-aza-5a-androst-1-eno-17f3-
(N-tert-butilcarboxamida) mejor conocida como finasterida (46) a partir del 4-
androsten-3-17-diona en 7 pasos con un rendimiento general del 18.6 % (esquema
7). Como el primer paso en la sintesis se oxidé el derivado androstanico 39
utilizando una solucién de Von Rudloff para obtener el seco ceto &cido 40. La
ciclacion de 40 se logré utilizando acetato de amonio en acido acético a reflujo
llegando al compuesto azaesteroidal 41, el cual fue convertido selectivamente a 42
con NaCN en medio &acido seguido de una deshidrataciéon con POCIz en piridina
obteniendo el carbonitrilo a,B-insaturado 43. La reaccion de Ritter fue usada para
introducir el grupo 17p-(N-tert-butilcarboxamida) a partir de 43 con tert-butanol en
acido sulfurico concentrado y acido acético, el cual generé a 44. Subsecuentemente,
la reduccion de 44 con Pd/C en etanol en presencia de hidrogeno generd a 45 que
finalmente fue deshidrogenado con DQB en dioxano en presencia de BSTFA dando

como resultado la finasterida.
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0 0 0
Q:S:tg | 7(% n I\LS% )
— e — 1
0 07\ o 0”7 N 0
OH )
40 4

39

CONHC(CHg)s CONHC(CH)s
~H
Vi \
- -~
o) l}l o) l}l
H H
45 44 43

i) NalO,, KMnO,, K,CO;; ii) CH;COONH,, CH,COOH; iii) NaCN, CH,Cl,, CH;OH, CH,COOH; iv) POCI,, piridina; v)
(CH5),COH, CH,COOH, H,SO,; vi) PdIC, C,H;OH, H,; vii) DDQ, BSTFA, dioxano.

Esquema 7. Ruta de sintesis de la finasterida (46).

En el 2008, Borthakur?” preparé una serie de 3-oxo-4-azaesteroides 49 a-f a partir de
los acidos A-nor-3,5-secoesteroides 48 a-f (esquema 8). La urea fue empleada como
fuente generadora de amonio para la reaccion de ciclacion en presencia de un acido
de Lewis (BFs.Et20) e irradiacion de microondas a una temperatura de 140 °C, una
potencia al 80 % y un tiempo de 3 minutos, obteniendo un rendimiento del 95 % de
los azaesteroides 49 a-f. Bajo irradiacion de microondas, la urea libera amonio, el
cual reacciona con el seco ceto &cido correspondiente y forma una imina
intermediaria, la cual se tautomeriza a enamina y ésta reacciona con el grupo
carbonilo en C-3 para llevar a cabo la ciclacion y formar el azaesteroide

correspondiente.

10
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HO,C o o H
47 a-f 48 a-f 49 a-f

aR= CH(CH3)CH2CHchch(CH3)2

b R= CH(CH3)CH=CHCH(CH,CH3)CH(CHj5),

¢ R=OH

d R= OAc

e R= COCHj3;

fR=0O

i) NalO4, KMnOy, tert-butanol; ii) Urea, BF3.Et,0, MW

Esquema 8. Sintesis de los derivados 3-0xo0-4-azaest eroidales 49 a-f.

En este mismo afio, Alonso?® reporté el uso de una reaccién multicomponentes
(MCRs) para la sintesis de derivados 4-azaesteroidales (esquema 9). Una de las
MCRs mas versatiles es la reaccion Ugi de 4 componentes (U-4CR), la cual fue
utilizada por Ramirez para sintetizar diversos 4-azacolestanos con sustituyentes en
N-4 y C-5, a partir de la reaccion de un oxoacido esteroidal bifuncional y diversas
aminas e isonitrilos con la finalidad de evaluar sus actividades bioldgicas. El
tratamiento del intermediario oxoacido 50 en presencia una amina y un isonitrilo
generd la mezcla de epimeros 51 y 52; se observd que al introducir un isonitrilo
voluminoso se favorece al producto con fusion A/B trans, concluyendo que el ataque
se dio por la cara a. Por otro lado, cuando se utilizo anilina y tert-butilamina, se
observé que la reaccidn no se lleva a cabo debido a que, en el caso de la anilina, el
ion iminio intermediario se encuentra en muy baja concentracion por el efecto que
ejerce el anillo aromatico sobre el ion iminio, evitando que la reaccion proceda. En el
caso de la tert-butilamina, la baja nucleofilicidad de ésta podria ser la explicacion de

gue la U-4CR haya fracasado.

11
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52

Esquema 9. Sintesis de los azaesteroides 51 y 52.
2.2 Sintesis de 6-Azaesteroides

En 1960, Jacobs?® publicé la primera sintesis de derivados 6-azaesteroidales a partir
del colesterol (53) como se muestra en el esquema 10. Para esta fecha ya se habian
sintetizado una gran variedad de azaesteroides tales como 2-aza, 3-aza, 4-aza, 7-
aza, 12-aza, 13-aza, 15-aza, 16-aza y 17-azaesteroides, pero aun no habia reportes
de derivados 6-azaesteroidales. El paso clave para la introduccion del nitrogeno fue
la escisidon oxidativa de la doble ligadura de C-5 en el compuesto 54, generando al
compuesto 55. Este ultimo fue sometido a una hidrogenacion conduciendo al
producto 56, el cual fue ciclado con amoniaco para generar el derivado azaesteroidal
57.

W, /
"y, I, 1y

AcO COOH

53 55

ny,

COOH

58 57 56

i) 1. O3/AcOH 2. NaOH 3. H* ii) H,PtO, ,AcOEt iii) NH; ,EtOH iv) LiAlH, ,Et,0

Esquema 10. Sintesis del 6-azacolest-5-eno (58).

12
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En el intento por conservar el grupo acetato en C-3, una vez que se habia llevado a
cabo la ozondlisis, Jacobs neutralizé la reaccion mediante lavados con agua,
obteniendo el producto intermediario 59. Sin embargo, al tratar este derivado con
amoniaco para la reaccion de ciclacion, nuevamente el grupo acetato se eliming,

generando el azaesteroide 60 (esquema 11).

M, M, T,
S, i S, i di%‘
AcO AcO 0] COOH H @)

53 59 60
i) 1. O5/AcOH 2. H,0 ii) NH; ,EtOH

Esquema 11. Preparacion del derivado azaesteroidal  60.

En ese mismo afio, Lettré30 reportd la sintesis del 6-azacolesterol (66), como se
muestra en el esquema 12. El seco ceto acido 61 fue transformado en el cloruro de
acido 62, el cual fue tratado con azida de sodio para obtener la acil azida 63. Esta
tltima fue sometida a calentamiento, conduciendo al derivado isocianato 64, el cual
genero la reconstruccion del anillo B mediante una reaccion de ciclizacion seguida de
una hidrogenaciéon catalitica en medio &cido, generando el azaesteroide 65. La
oxidacion del compuesto 65, en dos etapas, consiste en la formacion de la cloramina
correspondiente y deshidrohalogenacién de la misma mediante tratamiento en medio
alcalino generd directamente el 6-azacolesterol 66, ya que al mismo tiempo de la

deshidrohalogenacion tiene lugar la saponificacion del acetato.

13
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1 1]
AcO (@] COOH AcO (@] COCI AcO O CONy
61 62 63
liii
.,
2,
HO (6] NCO
64

i) SOCI,, Et,0-DMF ii) NaN;, acetona-H,O iii) DMF, 100 °C/5 min
iv) 1. Al,O4/eter, 2. Ho/PtO, v) 1. CIOH/Et,0 2. KOH/MeOH

Esquema 12. Nueva sintesis del 6-azacolesterol 66.

En 1987, Brown3! report6 la sintesis de los azaesteroides 68, 69 y 70 mediante una
ruta similar a la reportada por Jacobs?®, cuya etapa decisiva fue la apertura del
producto de ozondlosis con amoniaco (esquema 13). Brown mencioné la dificultad
gue encontrd para conservar el sustituyente en C-3 aplicando la metodologia descrita
por Lettré30, por tal motivo tuvo que cambiar de estrategia para obtener el compuesto
68. Cabe mencionar que, aunque no especificaron el rendimiento, este grupo reporto
gue la hidrdlisis del compuesto 68 en condiciones suaves les permitié la obtencion
del derivado 70 con el hidroxilo libre en la posicién 3. Por otro lado, sefialaron que
cuando la hidrdlisis del compuesto 68 se llevo a cabo en condiciones mas drasticas,
se obtuvo el compuesto 69, en el cual se observé la eliminacion del grupo acetato en
C-3.

14
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AcO (@] AcO (@) ©
|
0~ “OMe
54 67
lii
ii L)l\)j: iv
« - —_—
N™ "0 AcO N~ 0 HO NiNe!
H H
69 68 70

i) O3/CH,Cl,, MeOH ii) NH3 iii) KOH iv) KHCO;
Esquema 13. Sintesis de los azaesteroides 68,69y  70.

Frye32:33 reporté otra metodologia para la sintesis de derivados azaandrostanicos
(76), de los cuales algunos resultaron ser potentes inhibidores de enzimas 5a-
reductasa, del tipo 1 y 2. La sintesis comienza a partir del éster metilico del acido 3[3-
hidroxietiénico (71) como se muestra en el esquema 14. La estrategia empleada para
introducir el atomo de nitrégeno en la posicion 6 fue la descrita por Lettré, pero
utilizando una metodologia diferente para efectuar la ciclizacion del 5-oxo-5,6-seco
isocianato 73 que condujo al derivado azaesteroidal 74. Frye sefialo que la
conservacion del oxigeno en C-3, es el paso con la mayor dificultad de la estrategia
de Lettré ya que el hidroxilo, protegido o libre, se elimina facilmente. La optimizacion
de la ciclacion en medio heterogéneo, inducida por la silice en suspensién en
tolueno, permitio aislar el compuesto 74. Para llevar a cabo la preparacion de los
derivados azaesteroidales deseados (76), continu6 con la secuencia mostrada en el

esquema 14.
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CO,CH,4 CO,CH; CO,CHjy
A -
HO (i-Pr)sSiO O ~CO,H (i-Pr)3Si0 O "NCO
71 72 73
liii
COR CO,CHj4 CO,CH,
v iv
o} N o N (i-Pr)3Si0 N
COz-t-BU
76 75 74

i) 1. (i-Pr);SiCl 2. O3 3. Zn, AcOH 4. CrO; ii) 1. COCI,/Py 2. NaN3, H,0 3. Tolueno, Calor iii) SiO,, Calor
iv) 1. Carbonato de di-ter-butilo 2. TBAF 3. PDC v) 1. LiOH 2. SOCI,, Py 3. RNH, o ROH o RMgX, Cul 4. ATFA

Esquema 14. Sintesis de los derivados 17-acilados d e la 6-azaandrost-4-en-3-
ona (76).

En 1994, Bakshi?° report6 la sintesis de una serie de compuestos 7-alquil sustituidos
de 4-azacolestan-3-ona 77 (figura 3) y sus actividades in vitro como inhibidores de
las enzimas 5a-reductasa de tipo 1 y 2, demostrando que la presencia de un metilo
en posicion 73 aumenta la potencia para inhibir la enzima 5a-reductasa del tipo 1 y la

selectividad con respecto a la inhibicion de la isoenzima de tipo 2.

7 1,

Ji R'=H, Me, Et, alilo
o~ N'& R R = Me, Et, Pr, Ph

77

Figura 3. Estructura de los derivados 7-alquilados de 77.

Basandose en este resultado y los descritos por Fryes2:33, Haffner3* emitid la

hipotesis de que la incorporacion de la cadena lateral del colesterol en C-17 y de un
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metilo en C-7 al esqueleto de la 6-azaandros-4-en-3-ona podria generar un inhibidor
de la 5a-reductasa de tipo 1 potente y selectivo. Para comprobar su hipoétesis,
Haffner elaboro la sintesis del 6-azacolest-4-en-3-ona (83) para evaluar el efecto de
la incorporaciéon de la cadena lateral del colesterol, aplicando la metodologia
reportada por Frye sin obtener buenos resultados, con lo cual concluyé que la
eficacia del método de ciclacién inducida por la silice es fuertemente dependiente de
la naturaleza del sustituyente en C-17. Mientras que con un grupo carboetoxi en C-17
realizd una ciclacion exitosa en presencia de silice, la incorporacion de la cadena
lateral del colesterol (en lugar del grupo éster) fracasé en la etapa de ciclacion, por lo
gue desarroll6 una nueva ruta de sintesis para la obtencion de 83. En esta nueva
ruta (esquema 15) involucré la formacion de la acil azida 81 la cual elimina una
molécula de nitrogeno al ser calentada (rearreglo de Curtius) conduciendo al
isocianato correspondiente 82 y finalmente al derivado azaesteroidal 83 con THF en
medio acido y calentamiento.

7 /,/

U U,
"qu,‘ VLI’XA
i o i O
— & — </ 0 “COOH
o) 0] (e}
78 79 80
liii
/////,
VLLL" vbl%
% %
\" o iv O
- </o 0 “NCO <—</O O CONs3
o N
H
83 82 81

i) Etilenglicol, TSOH ii) 1. O3, MeOH 2. Zn, AcOH 3. NaCIO, 4. Na,HPO,, t-BuOH, H,0
iii) 1. (COCl,), Py 2. NaN,, Acetona, H,0 iv) Tolueno, 80 °C v) HCI, THF, 65 °C

Esquema 15. Preparacion del derivado 83.

Por otro lado, introdujo el metilo en la posicion 7, modificando la metodologia anterior
partiendo del compuesto 79 (esquema 16). Primero llevo a cabo una oxidacion alilica

con CrOs (en dos etapas) y posteriormente una alquilacién para producir una mezcla
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de diasteroisomeros o y 3. Posteriormente continud con la metodologia del esquema

anterior. La mezcla de diasteroisomeros 90a y 90B fue separada por HPLC

preparativa.
T, M, T,
o i o i 0 i O
) Cd ° 0 Cd
79 84 85 l 86a,B
v
"y, vb‘q,, VLLL.. Vbl’ln
T, T,
vi P o Lon < P 0 &y 0 “CHO
9 N QO ’ © °
H
900, 890, 88a.,B 87a,p

i) CrO, ii) TMSCH,MgCI, THF, 0 °C, ta. 2 dias iii) (PhsP);RhCI, H, ACOEt iv) 1. O3, MeOH 2. Zn, AcOH
v) 1. NaCIO, 2. Na,HPO,, t-BuOH, H,0 vi) 1. COCI,, Py 2. NaNa, Acetona, H,0 vii) 1. Tolueno, 80 °C 2. HCI, THF, 65 °C

Esquema 16. Sintesis de los metilados 90 «,f3.

Afos después, en 2005, Kasal®® reportd la obtencién de derivados 6-azapregnanos
99 a-b y describe los resultados preliminares de sus actividades neuronales en
cerebros de ratas machos. El nitrégeno fue introducido al anillo B usando un
rearreglo de Beckmann en la oxima de derivados 6-o0xo-B-nor-5a-pregnanos 92 a-b
como se muestra en el esquema 17. Los 3a-hidroxilo 96 a-b se producen por
solvélisis del correspondiente grupo 3B-mesiloxi en 95 y con una reduccion
Meerwein-Ponndorf-Verley del grupo 3-oxo en 98 a-b se obtienen 3[3-hidroxilos, la
cual puede llevarse a cabo selectivamente con un derivado desprotegido 3,20-dioxo.
Los resultados preliminares de las actividades neuronales mostraron que ni la amina
99a ni la lactama 99b mostraron resultados favorables. En contraste, un analogo que
mostro ser ligeramente activo fue el que carecia de cualquier grupo funcional con

oxigeno en C-3.
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91a,R=H
91b, R=Ac

OCOCgHs OCOCgH5 OR?

iili
R'O

MsO

94a,R=H 97a, X=0, R'=Ac, R>=COCgH;
94b, R= Ac 97b, X=0, R'=H, R%=H
97¢, X=H,, R'=H, R?=H

96a, R=H 99a, X=H, 98a, X=0
96b, R= MEM 99, X=0 98b, X=H,

i) BF3 .Et,0, ii) NH,OH.HCI, KHCO3, MeOH, iii) MsClI, Py, 0 °C, 4h, iv) KNO,, DMSO, 115 °C, v) KOH, luego PCC, luego HCI,
vi) LAH, luego CrOj3, luego HCI, vii) CrO3, viii) HIrClg, H;PO3, (Me),CHOH.

Esquema 17. Ruta de sintesis para la obtencion de |  os derivados 6-

azapregnanos 99ay 99b.

De manera comparativa, prepararon derivados azaesteroidales a partir del diacetato
de (20R)-7-oxopregna-5-en-3[3,20-diilo (100) (esquema 18). El crudo de reaccion de
la oxidacion con HIO4/KMnOg4 dio el 5,7-seco-6-nor acido 101 que fue tratado con
amoniaco seguido de una hidrogenacion. El andlisis de los espectros de 1H y 13C de
la lactama 102a mostré la pérdida del sustituyente en C-3. Las lactamas 102a y 102b
fueron convertidas a las subsecuentes lactamas 103a y 103b. Solamente el

compuesto 103b mostré una baja actividad neuronal.
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OAc

SNTX N X

H H H H

102a, X=0, R=COCH, 103a, X=0, R=50-H
102b, X=0, R=H 103b, X=H, R=50-H
102, X=H,, R=H 103c, X=H,, R=5p-H

I) H|O4, KMnO4, K2003, (CH3)3COH, 45 °C, 6 h, Iuego MeOH, CH2N2,
ii) NH;, MeOH, 55 °C, 20 h, luego H,/Pt; 14 % de 102a,
a partir del compuesto 100; iii) ver seccion experimental del articulo.

Esquema 18. Ruta de sintesis para la obtencion de |  os derivados 6-

azapregnanos 103a, 103b y 103c.

En el 2007, Del Rio®® report6 la sintesis de una nueva sal de oxaziridinio partiendo
del colesterol (esquema 19) el cual se utiliz6 como inductor quiral para la oxidacion
enantioselectiva de sulfuros a sulféxidos con un ee>99 %, presentando una nueva
alternativa a los métodos ya existentes para la sulfonacion asimétrica. El colesterol
(104) fue protegido con tert-butildifenil éter y posteriormente el doble enlace de 105
fue oxidado en dos pasos; primeramente fue epoxidado a temperatura ambiente,
obteniendo una mezcla de diasteromeros a/B, los cuales fueron oxidados con
reactivo de Jones a 50 °C para obtener el (5,6-seco)-cetoacido 106. Este cetoacido
fue convertido a la acil azida 108 a través del cloruro de acido 107. La acil azida fue
rearreglada al derivado isocianato 109 en tolueno y calentamiento moderado
(rearreglo de Curtius). La ciclacion se llevo a cabo en alumina basica y éter de
petréleo a temperatura ambiente por un tiempo de 3 h, obteniéndose el azaesteroide
110. La oxidacion con un peracido de 110 di6é estereoespecificamente la [3-
oxaziridina 111 y, finalmente, la metilacion de ésta oxaziridina con la sal de Meerwein
tetrafluoroborato de trimetiloxonio gener6 el oxaziridinio 112 con un rendimiento del
90 %.
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C8H17 CBH17

A e D

106 R'=CO.H
104, R=H 2 iii
i 107 R'=coOcCI iv
108 R'= CON, :l
105, R= TBDPS | \'

109 R'=NCO
CgHi7
Jjj/ vii ,(:I\)j/ viii
RO N RO BN RO Bne R

110 111 112

i) TBDPSCI, DMF, Imidazol, ii) 1. m-CPBA, CH,Cl,, 2. Jones, 50 °C, iii) SOCIl,, DMF,
iv) NaN; / H,0, v) Tolueno, 80 °C, vi) Al,O,, EP, vii) m-CPBA, EP, MeOH, viii) Me;OF,B*, CH,Cl,

Esquema 19. Sintesis de la sal de oxaziridino 112.

Recientemente, en el afio 2013, Martinez3’ reporto6 la sintesis de dos 19-hidroxi-6-
azapregnanos partiendo de la pregnenolona a través de un intermediario 7-azido-5-
0X0-6-nor-5,7-secopregnano 114. El seco esteroide 113 fue preparado a partir de la
pregnanolona en 4 pasos con un rendimiento del 42 % el cual habian reportado
previamente38. El nlcleo 6-azapregnano fue construido desde el secoesteroide 114
con un 62 % de rendimiento mediante una reaccion Staudinger (aza-Wittig) con
trifenilfosfina en THF (esquema 20). Por ultimo el 19-hidroxi-6-azapregnano 118 se
transformo en 19-hidroxi-6-azaprogesterona 121 y 6-azaprogesterona 120 (esquema
21). Los resultados preliminares de actividad sobre el receptor de progesterona
demuestran que los 6-azaprogesterona 120, el hemicetal 122 y los derivados N-Boc
118 y 119 no mostraron actividad progestagénica significativa. La falta de actividad
del compuesto 120 en comparacion con la progesterona natural indica que la
sustitucion de C-6 por un atomo de nitrégeno afecta negativamente la union al

receptor de progesterona.
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O N HO N
Boc Boc
118 117 116

i) NaN3, DMF ii) PPhy, THF, Ar, 62 % iii) Boc,0 / K,CO3, THF/ MW iv) 1. TBAF / THF 2. K,CO; / MeOH v) MnO,, DCM

Esquema 20. Ruta de sintesis de 19-hidroxi-6-azapre gnanos 117 y 118.

o o}
HO
—i>
(0] N e} N
R

Boc
118 119 R= Boc
ii
i l: 120 R=H
(0] (0]
HO
(0]
o) N HO™ N

H Boc

L 121 ] 122

i) 1. Im,Cs, 1,2-DCE 2. Ph,SiH,/peroxido de lauroilo, tolueno ii) TFA / DCM

Esquema 21. Sintesis de la 19-hidroxi-6-azaprogeste rona 121y 6-
azaprogesterona 120.
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2.3 Sintesis de B-lactamas.

En el 2003, Koutsourea?® reportd una nueva ruta de sintesis asi como la optimizacién
de una metodologia previamente reportada*® para la sintesis de B-D bilactamas. La
modificacion de la ruta reportada consistio en la proteccién del nitrégeno de la D-
lactama con cloruro de benzoilo. Posteriormente, la lactama protegida 124 fue
convertida a la oxima 125 a temperatura ambiente evitando la desproteccion del
nitrégeno de la D-lactama, lo cual se observo cuando se llevo a cabo esta reaccion a
reflujo. El rearreglo de Beckman de la oxima 125 con SOCI, en dioxano genero la
amida lactamica 126 en un rendimiento del 45 % y la desproteccion al alcohol

correspondiente 127 fue logrado usando condiciones basicas suaves como se

0, [ 0 1
H
N (0] N (0] N (0]
i ji
P —
AcO ] AcO 0] AcO >N
124

123 HJ 125

H
N__O N__O
iv
-
NH NH
HO \ AcO \
Y 127 126

i) Bz/Cl/Benceno, reflujo 18 h ii) H,NOH.HCI/Py iii) EtOH, t.a. 36 h
iii) SOCl,/Dioxano, t.a. 4 h iv) LIOH/MeOH, 1N, 5 h.

muestra en el esquema 22.

Esquema 22. Primera ruta de sintesis de la B-D bila ctama 127.

La segunda ruta de sintesis que desarrollaron para la obtencion de la molécula
objetivo 127 fue partiendo del 3B-hidroxi-5-androsten-17-ona. Primeramente, la
materia prima se convirtio al derivado acetoxi 128 y consecuentemente se llevo a

cabo la proteccion del grupo cetonico C-17. La oxidacion alilica de 129 se realiz6
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empleando CrOz3/3,5-DMP a baja temperatura para reducir el riesgo de desproteccion
del grupo acetal, generando la cetona a,3-insaturada deseada 130 en un rendimiento
del 78 %. La oxima correspondiente 131 se prepar0 a temperatura ambiente
nuevamente buscando conservar el grupo acetal. Subsecuentemente se realizé el
rearreglo de Beckman, el cual produjo a 133 como producto principal (52 %) y como
producto secundario a 132 (16 %), el cual fue facilmente hidrolizado a 133 con una
cantidad equimolar de HCI| acuoso en metanol incrementando el rendimiento total a
un 67 %. La cetona 133 fue convertida a la correspondiente D-lactama 135 usando
las condiciones clasicas descritas en la literatura*! y, finalmente, el derivado B,D-
bilactamico fue hidrolizado en condiciones béasicas suaves obteniendo el producto

127 como se muestra en el esquema 23.

o]
Qéﬂ ‘
AcO AcO
128
N-OH
/
vi
NH
AcO \ AcO
0
134 vii

AcO \ AcO \ AcO

H o i) p-TSOH/TEOF/etilenglicol, 90°C, 1 h;

i) Cr04/3,5-DMP, DCM, -20°C, 5 h;
iii) H,NOH.HCI/Py, EtOH, t.a., 10 h;
iv) SOCI,/THF, 0°C, 8 h;

NH v) HCI (aq) , t.a., 1.5 h;

\ : .
HO vi) H,NOH.HCI/Py, EtOH, reflujo 2 h;
0] vii) SOCl,/dioxano, t.a., 5 h;
127 viii) LIOH/MeOH, 1N, t.a., 1 h.

Esquema 23. Segunda ruta de sintesis de la B-D bila ctama 127.
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Para el afio 2004, Krstic42 preparé una enamida tipo lactama mediante el rearreglo de
Beckman de la oxima (Z)-cholest-4-en-6-one (140) (esquema 24). La enona 138 se
prepard convenientemente en un rendimiento del 33 % de acuerdo a la metodologia
establecida por Miljcovic*? en la cual el compuesto 137, obtenido por epoxidacién del
colesterol (104), se llevé a reflujo en DMSO. La preparacion de la oxima de la enona
138 se llevo a cabo con NH>OH.HCI a reflujo de una solucion de etanol-piridina (9:1)
por 15 minutos del cual se obtuvo una mezcla de los estereoisomeros (E)-oxima 139
(80 %) y (2)-oxima 140 (5 %). Para aumentar el rendimiento del producto 140 a un 34
%, la (E)-oxima 139 disuelta en metanol y piridina (9:1) en presencia de NH,OH.HCI
se irradié usando una lampara de mercurio de alta presion. Una vez incrementado el
rendimiento de la (Z)-oxima, esta se tratd con SOCI> en dioxano para obtener la

enamida tipo lactama 141 en un 66 % de rendimiento.

CgHy7 CgHy7 CgHy7
i i
HO HO
© o |
104 137 138 1l
CeHi7 CgH17
+
| N
CgHy7 ; Ho-N 140 "OH 139

b
NH

0 141

i) m-CPBA, CH,ClI, ii) DMSO, reflujo iii) NH,OH.HCl/calor, EtOH/Py (0.6 eq), 15 min
iv) SOCl,/Dioxano.

Esquema 24. Sintesis de la enamida tipo lactama 141
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3. OBJETIVOS.

Objetivo general:

Sintesis de nuevos derivados azaesteroidales modificando los anillos A y B de la

diosgenina optimizando metodologias descritas en la literatura.

Objetivos particulares:

1. Obtener derivados 4 y 6-azaesteroidales a partir de diosgenina, utilizando
condiciones de reaccion que no alteren el espirocetal de la cadena lateral.

2. Proponer los mecanismos de reaccidn que justifiguen la obtencion de los
derivados heteroesteroidales.

3. Elucidar las estructuras de los derivados obtenidos mediante el empleo de los
diferentes métodos espectroscopicos.

4. Optimizar las metodologias descritas a utilizar para obtener los derivados
azaesteroidales en un mayor rendimiento.

5. Utilizar la irradiacion de MW para conducir a los azaesteroides a través de

reacciones limpias y con una sustancial disminucion de los tiempos de reaccion.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

Para realizar la sintesis de los compuestos 4 y 6-azaesteroidales se planted la
retrosintesis mostrada en el esquema 25 partiendo de la diosgenina (2), esto es,
se visualizé la obtencion de los compuestos 145 y 153 a través de la ciclacion de

los derivados seco esteroides 144 y 1507,

S
s

AcO

163 150

Esquema 25. Estrategia para la sintesis de derivado s 4 y 6-azaesteroidales.

4.1 Secuencia de reacciones para la obtencién del (  25R)-4-aza-5-spirosten-3-
ona (145)

Para la obtencion del derivado 4-azaesteroidal, primeramente se obtuvo el
compuesto a,B-insaturado 143 el cual se oxidd para obtener el seco esteroide 144.
Una vez teniendo el seco esteroide, se probaron dos técnicas para el cierre del
anillo, en la primera se utilizé sulfato de amonio o acetato de amonio de manera
convencional y en la segunda se utilizé acetato de amonio como fuente aportadora
de nitrogeno y haciendo la reaccion en microondas?%2’. De ambas maneras
pudimos acceder al 4-azaesteroide derivado de diosgenina como se muestra en el

esquema 26. Con esta nueva metodologia, de manera convencional se obtuvieron
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rendimientos globales del azaesteroide 145 del 39 % con sulfato de amonio y 63
% con acetato de amonio, mientras que al llevar a cabo la reaccion en MW por 3
minutos el rendimiento fue del 75 %, que es un rendimiento mayor que el
reportado (19 %)24.

2 143 }/ 144

145

i) PCC, CaCOj3, CH,Cl,, TsOH, 1.5 h. ii) KMnOy,, NalOy,, t-BuOH, ref. 4h. iii) (NH4),S0O4, AcOH, ref. 4h 6
AcONH,, AcOH, ref. 4h 0 en MW 3 min.

Esquema 26. Secuencia de reacciones para la prepara cion del (25 R)-4-aza-5-

spirosten-3-ona (145).

A continuacion se describen y discuten los resultados obtenidos en el desarrollo
de ambas rutas de sintesis, asi como la caracterizacion de los nuevos derivados

obtenidos.

4.1.1 Caracterizacion de la diosgenina.

La técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) es sin duda la herramienta
mas poderosa en la elucidacion estructural de las moléculas organicas, debido a
esto, en la caracterizacion de los compuestos obtenidos se le dara una especial
atencion a los espectros de RMN, no obstante, para la elucidacién inequivoca se
emplearon otras técnicas espectroscépicas y fisicas que se describen en la parte

experimental y cuyos espectros se encuentran en el apéndice.

28



DISCUSION DE RESULTADOS

La diosgenina (2) se obtuvo comercialmente, no fue purificada y se elucidé a
través de sus espectros de RMN para observar y entender de mejor forma las
modificaciones realizadas. A continuacion se describen los datos mas relevantes

de los espectros de RMN en una y dos dimensiones.

Los datos que arroja el espectro de 'H dan una idea muy clara acerca de la
estructura de las moléculas, sin embargo, la gran mayoria de las veces se tiene
que recurrir al experimento de 13C y técnicas bidimensionales de correlacién
homonuclear y heteronuclear. Una de las informaciones mas importantes que
ofrece el espectro de 'H es el numero de sefiales, indica el nUmero de protones
diferentes que hay en la molécula. El desplazamiento quimico también es muy
importante, da informacion del ambiente quimico y magnético que rodea a cada
proton. La integracion de las sefales, la multiplicidad y las constantes de
acoplamiento complementan la informacion pues dan la proporcion, la vecindad y

la conformacioén de la molécula.

Para el caso de la diosgenina (2), con férmula molecular C27H4203, de los cuarenta
y dos protones que se tienen, treinta y cuatro son diferentes por lo que se esperan
treinta y cuatro sefales en el espectro de proton, dado que la mayoria de las
sefiales caen en un rango muy pequefio (entre una y dos ppm), solo con este
experimento es casi imposible asignar todas las sefales de la estructura. Sin
embargo es posible distinguir a los protones mas caracteristicos, es decir, aquellos
gue se encuentran cerca de grupos electronegativos y que se desplazan a campos
bajos (a la izquierda del espectro) y aquellos que aunque caen en el area
congestionada (campos altos) se pueden diferenciar debido a su multiplicidad o

integracion como en el caso de los protones de metilo.

En el espectro de 'H se observa la sefial del protdn vinilico H-6 en 5.34 ppm. En
4.41 ppm se observa la sefal de H-16 como una sefial ddd con Jie-17 = Ji6-15ax=

Jis-1sec= 7.6 Hz. En 3.51 ppm se observa una sefial multiple que se asigno al
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proton base de oxigeno H-3. Los protones diastereotopicos H-26 ecuatorial y axial
se encuentran en 3.46 y 3.37 ppm; el proton H-26 ecuatorial tiene una
multiplicidad ddd con una Jgem= 10.8 Hz, una Joeec-25ax= 4.4 y por ultimo una J =
2.4 Hz debido al acoplamiento en W con el proton H-24 ecuatorial. Para el caso de
H-26 axial, se observa una sefial dd con Jgem= J2sax-25ax = 10.8 Hz, que al tener el

mismo valor se observa como un triplete (figura 4).

450

400
350
27 CH3-19 \ CH318
/ 300
CHs3-21
| 250
CH3-27 200
150
H-26ax
- o 100
H-6 H-16 H-26ec /‘
/ " M M\N\M L ‘ )

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
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 f28( 2.)6 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02 0.0
1 (ppm

Figura 4. Espectro de 'H de diosgenina.

Las sefiales simples en 1.02 y 0.79 ppm se asignaron a los protones de los metilos
19 y 18 respectivamente mediante el experimento bidimensional HMBC, por
ejemplo, se observa un acoplamiento entre la sefial simple en 1.02 ppm con la
sefal del carbono vinilico C-5 en 140.8 ppm que permite diferenciar el metilo 18
del 19 (figura 5).
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Figura 5. Espectro HMBC expandido de diosgenina.

Por otro lado, hacia campos altos aparecen dos sefales dobles en 0.97 y 0.79
ppm con constantes de acoplamiento de 7.2 y 6.4 Hz que se asignaron a los
protones de los metilos 21 y 27 respectivamente. Para el caso de estos protones
gue si tienen acoplamientos es debido a que los protones de 21 se acoplan con el
proton de 20, y para el caso de 27 sus protones se acoplan con el de 25

generando asi la sefial doble para cada uno de ellos (figura 4).

Con respecto al espectro de 13C, se mostraron las 27 sefiales de carbonos de la
molécula. Las sefiales de los carbonos vinilicos C-5 y C-6 se observan en 140.8 y
121.4 ppm. El desplazamiento en 109.3 ppm es muy caracteristico para carbonos
espirocetélicos. Las sefales de los carbonos base de oxigeno de C-3, C-16 y C-26

se observaron en 71.7, 80.8 y 66.8 ppm respectivamente (figura 6).
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Figura 6. Espectro de *2C de diosgenina.

4.1.2 Preparacion del compuesto  a,B-insaturado 143.

El compuesto a,B-insaturado fue preparado en 2 pasos. Primeramente, el alcohol
secundario en C-3 se oxido con clorocromato de piridino en carbonato de calcio y
cloruro de metileno a temperatura ambiente por 1.5 horas. Dado que el crudo de
reaccién mostré que se trataba del compuesto 142, la reaccion fue extraida para
retirar el oxidante y posteriormente se isomerizé con &cido p-toluensulfénico en
cloruro de metileno a temperatura ambiente por 20 minutos obteniéndose el
compuesto deseado 143 como Unico producto en un rendimiento del 90 %. En la
tabla 1 se muestra la optimizacion de esta reaccién comparado con los reportados
en la literatura utilizando diferentes esqueletos esteroidales. Como se puede
observar, los parametros de esta nueva metodologia mejoran tiempos de reaccion,
temperatura y rendimiento comparados con esqueletos derivados de androstano*
y colesterol*>46, De la misma manera, cuando se utiliza diosgenina como sustrato

y PCC como agente oxidante a temperatura ambiente se obtiene un rendimiento
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del 90 % comparado con el reportado*’ de 20 % en el que utilizan reactivo de

Jones como oxidante.

Tabla 1. Comparacion de parametros en la formacion de esteroides a,f3-

insaturados en el anillo A.

) Metodologia
Reactivos Metodologias reportadas
Empleda
Molécula Derivados de Derivado de ) . ) )
. Colesterol Diosgenina Diosgenina
esteroidal Androstano Colesterol
Tiempo de Paso 1. 10 min Paso1.1.5h
» 2-25h Una noche 5h ) )
reaccion Paso 2. 15 min | Paso 2. 20 min.
) ) Reflujo bajo | Paso 1. -10°C )
Temperatura Reflujo Reflujo Ambiente
atm. N Paso 2. t.a.
Oxidante Al(i-OPr)3 Al(i-OPr)s3 PCC Jones PCC
Rendimiento 69-88 % 83 % 89 % 20 % 90 %
4.1.2.1 Mecanismo de reaccion para la obtencion del compuesto  a,p-

insaturado 143.

Como primer paso, el alcohol en C-3 de la diosgenina se coordina con el atomo de
cromo (VI) y hay una transferencia del proton del alcohol hacia uno de los
oxigenos enlazados al atomo de cromo. Consecuentemente, un segundo atomo
de oxigeno enlazado al cromo introduce el par electronico provocando la expulsion
del cloro el cual actta como una base llevandose el proton de C-3 vy
consecuentemente la oxidacion del alcohol por eliminacion del cromo que origina
la cetona que posteriormente se protona para dar el acido cromoso como se
muestra en el esquema 27.

Una vez obtenida la diosgenona 142, el oxigeno de la cetona en C-3 es protonada
en medio acido con TsOH. El ion tosilato liberado actia como base extrayendo un
protén &cido a al grupo carbonilo generando el enol que finalmente se tautomeriza

a la cetona a,B-insaturada como se muestra en el esquema 28.
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142
Esquema 27. Mecanismo de reaccion de la oxidacion d e la diosgenina.
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Esquema 28. Mecanismo de reaccion de la isomerizaci  6n de la diosgenona.
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4.1.3 Caracterizacion del compuesto  a,B-insaturado 143.

En una revision rapida del espectro del producto de la oxidacion se observo la
desaparicion de las sefales del protdn vinilico H-6 y del protén base de oxigeno H-
3 caracteristicas de la materia prima. Por otro lado, se observo la aparicion de una

sefal simple en 5.73 ppm que se asigno al proton vinilico H-4 (figura 7).
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Figura 7. Espectro de 'H del (25R)-espirost-4-en-3-ona (143).

Esta asignacion fue corroborada a través del experimento HSQC donde se
observo el acoplamiento que existe entre éste proton y el carbono terciario C-4

(figura 8).

Los protones diastereotopicos H-26 ecuatorial y axial presentan un
desplazamiento similar a los de la diosgenina y se encuentran en 3.48 y 3.37 ppm

respectivamente. Las sefiales simples hacia 1.20 y 0.82 ppm se asignaron a los
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protones de los metilos 19 y 18 respectivamente. Hacia campos altos aparecen
dos seiiales dobles en 0.97 y 0.79 ppm con constantes de acoplamiento de 7.2 y
6.4 Hz que se asignaron a los protones de los metilos 21 y 27 respectivamente

(figura 7).

Figura 8. Espectro HSQC de (25 R)-espirost-4-en-3-ona (143).

Por su parte, en el espectro de 13C se mostraron las 27 sefiales consistentes con
el nimero carbonos de la molécula. Se observd a campos bajos una sefal en
199.6 ppm la cual es caracteristica de cetonas a,B-insaturadas. Las sefales de
los carbonos vinilicos C-4 y C-5 se mostraron en 123.8 y 171.2 ppm. La sefal
caracteristica del carbono espirocetalico no presentd cambios y se observo
nuevamente en 109.2 ppm. Las sefales de los carbonos base de oxigeno C-16 y
C-26 se observaron a campos bajos hacia 80.6 y 66.8 ppm respectivamente
(figura 9).
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Figura 9. Espectro de 13C del (25R)-espirost-4-en-3-ona (143).

Del derivado 143, se obtuvieron cristales adecuados para su estudio por difraccion
de RX, con un p.f.=185-187 °C, donde se puede distinguir la estructura esperada,
confirmando la presencia de la cetona en el C-3, la doble ligadura en el C-4 y la
estereoquimica del espirocetal (22R), que permite corroborar que no ocurrid
epimerizacion de los estereocentros y que pese al medio acido y las condiciones

de reaccion no hubo apertura del espirocetal (figura 10).
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Figura 10. Diagrama ORTEP de la estructura molecula r de 143 con elipsoides
de probabilidad.

4.1.4 Preparacion del seco ceto acidol144.

El reactivo permanganato de potasio-peryodato de sodio es un combinado
oxidante que ha presentado un amplio uso en la actualidad para oxidar
compuestos organicos y fue descubierto por Lemieuxy Von Rudloff48. Consiste en
una secuencia de reacciones que implican la acumulacion de dioxido de
manganeso, el cual es evitado debido a que cualquier derivado en estado de
valencia inferior al del manganeso se reoxida a iones permanganato por el
peryodato. La formacion del 1,2-diol es generado por el permanganato seguido de
la ruptura del enlace carbono-carbono que contiene el diol, formando una cetona y

un &cido carboxilico o aldehido sin degradacion.

Actualmente, diversos autores han utilizado este oxidante para la escision de
dobles enlaces en el anillo A de esteroides a,B-insaturados. En la tabla 2 se
muestra una comparacion de las cantidades de reactivos empleados por distintos
autores para llevar a cabo esta oxidacién utilizando como base 500 mg de
esteroide. Como se puede observar, para este caso, las cantidades de reactivo

empleadas por Zhong fueron reproducidas, ya que mostraron ser satisfactorias
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para la oxidacion del compuesto 143; de esta manera se obtuvo un rendimiento

del 89 % del seco esteroide.

Tabla 2. Comparacién de metodologias empleadas para  la oxidacién de

esteroides a,B-insaturados en el anillo A.

) Rasmunsson Zhong Bor thakur Metodologia
Reactivos
(ref. 19) (ref. 26) (ref. 27) empleada
Molécula Derivado de ) ) )
) Androstendiona Colesterol Diosgenina
esteroidal Androstano
Agua 21mL 9 mL 8 mL 9mL
2-metil -2-propanol 875mL | ----- | -e--- e
Isopropanol |  ----- | ----- 40mL | -----
Tert-Butanol |  ----- iomL | ----- 10 mL
Na2COs3 210 mg 375 mg 200 mg 375 mg
NalO4 23749 2.11 mg 29 211g9
KMnO 4 17.37 mg 67 mg 15 mg 67 mg
Temperatura 80°C 60 °C 75°C 70 °C
Tiempo 15h 3h 15h 3h
Rendimiento 72 % 86 % 89 % 89 %

Siguiendo esta metodologia, se procedié a realizar la ruptura oxidativa del doble
enlace de 143 con permanganato de potasio y peryodato de sodio adicionando

esta mezcla gradualmente a una solucion del compuesto a,B-insaturado disuelto

en tert-butanol a reflujo a 70 °C por 3 horas .
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4.1.4.1 Mecanismo de reaccidén propuesto para la obt encion del seco ceto
acido 144.

El mecanismo de oxidacion propuesto comienza con la formaciéon de un éster de
manganato ciclico que se rompe en presencia de agua formando el intermediario
diol, seguido de la oxidacion de éste que escinde el enlace C-C, generando como
resultado el compuesto A que contiene por un lado una cetona estable y por el
otro un a-ceto aldehido. Las dicetonas y a-hidroxicetonas se escinden a acidos
carboxilicos y se ha reportado que un intermediario ciclico es formado por ataque
nucleofilico sobre la dicetona*®. Basandonos en estos reportes, se propuso que la
descomposicién del intermediario a-ceto aldehido A se debe al peryodato, como

se muestra en el esquema 29, generando asi el ceto 4cido de 28 carbonos.

Se proponen dos mecanismos de oxidacion posibles que involucra el a-ceto
aldehido A. La ruta que va de este intermediario al compuesto 143 via A-D
comienza con el ataque nucleofilico de un grupo hidroxilo hacia el carbonilo del
aldehido seguido del ataque al yodo (VII) del 104, generando como consecuencia
el mono éster C. El grupo ceténico del mono éster se hidrata en medio acuoso y
uno de los hidroxilos se adiciona al yodo, obteniéndose asi el intermediario diéster
D, el cual es clave para la obtencion del compuesto 143, resultado del intercambio

de tres pares de electrones en el intermediario diéster ciclico.

Una segunda ruta mecanistica posible via A-F comienza con la formacion del
aldehido hidratado B que genera el ataque al yodo (VII), formando el monoéster E.
El diéster F se forma posteriormente por el cierre del anillo del mono éster. El

acido formico obtenido en ambos casos es oxidado facilmente a COa..
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Esquema 29. Mecanismo de reaccién propuesto para la oxidacion del

compuesto 143.

4.1.4.2 Caracterizacion del seco ceto acido 144.

En el espectro de 'H se observé la desaparicion de la sefial del protén vinilico en
C-4, mientras que se observd una sefal en 2.57 ppm que se asign6 a H-6 axial
con Jgem=Jeax-7ax = 14 Y Jeax-7ec= 5.6 Hz. El desplazamiento de este protdn es
debido al efecto anisotrépico que ejerce el grupo carbonilo en C-5 sobre el protén
(figura 11).
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Figura 11. Espectro de *H del &cido (25 R)-5-0x0-3,5- seco-4-nor-espirostan-3-

oico (144).

En el experimento COSY se pudo apreciar el acoplamiento ente los protones H-6

axial y H-6 ecuatorial (figura 12).

Por otra parte, mediante el experimento HMBC se observo la correlacion a largo

alcance de H-6 axial y CHz-19 con el carbonilo en C-5 (figura 13).

Las sefiales que no presentaron un cambio significativo en desplazamiento
guimico son los protones H-16, H-26ec y H-26ax, CHs-18, 19, 21y 27.
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Figura 12. Espectro COSY del acido (25 R)-5-0x0-3,5-seco-4-nor-espirostan-
3-oico (144).

Figura 13. Espectro HMBC del acido (25 R)-5-0x0-3,5-seco0-4-nor-espirostan-
3-oico (144).
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En el espectro de 13C se mostraron las 26 sefiales de los carbonos de la molécula.
La sefial para carbonilo de cetona se movio de 199.6 (en la materia prima) a 214.7
ppm con lo que se confirmo que se perdié la conjugacion con una doble ligadura.
Ademés, aparece una sefial en 179.2 ppm que se asigno al carbono C-3,
caracteristica de carbonilos de acidos carboxilicos. Por otro lado, se puede

observar la desaparicion de la sefial correspondiente al carbono C-4 y las sefiales

HaC,

HaC

hacia 109.3, 80.4 y 66.8 ppm que se asignaron al carbono espirocetalico C-22 y a .

los carbonos base de oxigeno C-16 y C-26, los cuales no presentan cambios = -

significativos en su desplazamiento (figura 14).
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Figura 14. Espectro de 13C del acido (25 R)-5-0x0-3,5- seco-4-nor-espirostan-3-
oico (144).
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Del derivado 144, se lograron obtener cristales idoneos para su estudio por
difraccién de RX, donde se puede observar la estructura esperada y confirmar la
estereoquimica de los estereocentros, en el que se corrobora que no hubo
epimerizacion pese a las condiciones de reaccion &cidas, sin apertura del

espirocetal (figura 15).

Figura 15. Diagrama ORTEP de la estructura molecula r del derivado seco

acido 144 con elipsoides de probabilidad.

El cristal del seco acido 144 es monoclinico, y en esta estructura fue interesante
encontrar que la celda cristalina esta empaquetada en un grupo espacial C2, cuyo
empaquetamiento muestra la formacion de cadenas de moléculas de &cido,
ordenamiento que no es caracteristico de acidos carboxilicos. Usualmente, las
moléculas de acidos carboxilicos con un solo grupo acido carboxilico, tienen una
tendencia fuerte a formar dimeros en el estado solido, a través de un doble puente
de hidrégeno, donde la ganancia en energia es significativa. Es poco comun que
los grupos COOH formen cadenas, como en el caso del seco acido 144 (figura
16).
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Figura 16. Celda cristalina del seco acido 144, que muestra la disposicion en

“cadena’ de las moléculas en el estado sdlido.
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4.1.5 Preparacion del (25 R)-4-aza-5-espirosten-3-ona (145).

Para la preparacion del compuesto aza esteroidal 145 se probaron diversas
metodologias para obtener las condiciones Optimas que generaran mejores
resultados en la reaccion de ciclacion. Primeramente, se buscé un reactivo que
aportara nitrégeno. El sulfato de amonio fue el primer reactivo utilizado, la reaccién
se llevo a cabo a reflujo de é&cido acético glacial por 4 horas siguiendo la
metodologia reportada por Zhong?6. Con esta técnica se obtuvo el compuesto aza
esteroidal esperado en un rendimiento del 49 %. Debido a que el rendimiento no
fue optimo, se realiz6 la misma reaccion utilizando acetato de amonio con lo que
se obtuvo el aza esteroide 145 con un rendimiento del 79 %. Dado que con el
acetato de amonio se habian obtenido buenos resultados, se decidié probar la
reaccion en un microondas focalizado con acetato de amonio y acido acético
glacial a diferencia de la técnica reportada por Borthakur?’, en la que utilizaron
trifluoruro de boro eterado y urea. Cabe destacar que para encontrar las mejores
condiciones se probaron distintos reactivos y tiempos de reaccién. ElI mejor
rendimiento obtenido fue del 94 % utilizando 1 eq. del seco esteroide con 3.8 eq.
de acetato de amonio. Por el contrario, cuando se utilizé hidréxido de amonio no

hubo reaccion.

Cuando se realizo la reaccion con trifluoruro de boro y urea utilizando como
disolvente N,N-dimetilformamida, el rendimiento de 145 fue del 71 %. De esta
tltima reaccion se pudo observar que no es muy estable, ya que al no tratar a
tiempo el crudo de reaccién se descompone el producto y esto fue observado por
RMN. En la tabla 3 se muestra un resumen de las condiciones de reaccion

utilizadas para la sintesis del compuesto azaesteroidal.
La ventaja del uso de este tipo de MW focalizado es la de poder manipular y

controlar la potencia, presion y temperatura en todo momento, lo cual no es muy

posible lograr con otros equipos.
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esteroides a,B-insaturados en el anillo A.

la oxidacion de

Condiciones de

y Método A Método B Método C Método D Método E
reaccion
) (NH4)2S04/ NH4OAc/ NH4OAc/ NHa4(OH)2/ BFs/Urea
Reactivos
AcOH AcOH AcOH AcOH DMF
Temperatura Reflujo Reflujo MW MW MW
Tiempo 4h 4h 3 min. 5 min 5 min
Rendimiento 43 % 79 % 94 % No hubo rxn 71 %

Por otra parte, en la figura 17 se muestra una grafica generada por el MW que

relaciona tres variables de la reaccion: temperatura, presién y tiempo, donde se

observa que la reaccion se esta llevando a cabo al haber un cambio en la presion.

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 4, la reaccién ocurre en los

primeros 3 minutos debido a la variacion de la presion hasta llegar a una etapa en

gue se mantiene constante y no hay cambio; después de los 3 minutos se

entiende que hay una reaccion secundaria que forma un subproducto. Con éstos

resultados se establecié que el tiempo Optimo para llevar a cabo la reaccion de

azaciclacion fue de 3 minutos.
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Figura 17. Grafica de la reaccion de ciclizacion en MW.
Tabla 4. Resultados de la grafica de la reaccién de  ciclacion.

Tiempo | Temp. IR | Temp. Ruby | Presién | Potencia | Agitacion

hh:mm:ss °C °C bar W

0:00:00 30.23 21.08 0.9 5 On

0:00:10 72.95 20.99 0 58 On

0:00:20 118.34 20.8 0.9 72 On

0:00:30 140.54 21.59 1.4 72 On

0:00:35 147.46 20.86 2.4 59 On

0:00:40 153.53 21.31 4 59 On

0:00:45 158.86 21.59 4.8 47 On

0:00:50 163.01 21.05 5.4 48 On

0:00:55 167.56 20.72 4.8 50 On

0:01:00 169.96 21.08 5.8 46 On

0:01:05 172.34 21.79 6 42 On

0:01:15 176.7 20.65 5.9 26 On

0:01:20 177.72 21.36 6 33 On

0:01:30 179.73 21.02 6.3 28 On

0:01:40 180.98 21.31 6.3 18 On

0:01:50 180.86 21.06 6 20 On

0:01:55 181.2 20.64 6.3 19 On
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Tiempo | Temp. IR | Temp. Ruby | Presién | Potencia | Agitacion
hh:mm:ss °C °C bar W

0:02:10 | 181.23 22.04 6.3 15 On
0:02:15 | 181.49 21.28 6 18 On
0:02:20 | 181.67 21.84 6.2 17 On
0:02:30 | 181.41 21.45 6.2 19 On
0:02:35 | 181.41 21.06 6.5 20 On
0:02:40 181.5 21.25 6.2 17 On
0:02:45 | 181.36 21.38 6.7 15 On
0:02:50 | 181.76 21.12 6.4 18 On
0:02:55 | 181.38 22.07 6.2 16 On
0:03:00 | 181.62 21.05 6.4 18 On
0:03:20 | 181.78 20.97 6.4 16 On
0:03:40 | 181.74 20.89 6.4 15 On
0:04:00 | 181.57 21.43 6.4 15 On

4.1.5.1 Mecanismo de reaccion para la obtencion del

azaesteroide145.

El mecanismo tiene lugar mediante un ataque nucleofilico del par electrénico del

nitrogeno del amoniaco (formado a partir de la desprotonacion del ion amonio) al

carbono electrofilico en C-5 seguido de la transferencia de un proton del nitrégeno

al oxigeno. Posteriormente se protona el grupo OH de la carbinolamina B que por

pérdida de agua origina el ion intermediario D, el cual se estabiliza perdiendo un

proton generando la imina 144a.

Por dltimo, el ion acetato actia como nucledfilo extrayendo un protén acido y

genera la enamina intermediaria 144b. El ataque nucleofilico del grupo amino se

cataliza en medio acido, facilitando la azaciclacion (esquema 30).
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Esquema 30. Mecanismo de reaccion para la formacion del azaesteroide 145.

4.1.5.2 Caracterizacion del azaesteroide 145.

En el espectro de 'H se observo hacia campos bajos una sefial simple ancha en
8.22 ppm caracteristica de los protones de una amida. En 4.88 ppm se observo
una sefial dd con Js.7ax= 4.8 ¥ Js.7ec= 2.4 Hz que se asignod al proton vinilico H-6.
Con respecto a los protones 16, 26ax y 26ec no presentan cambios en cuanto a su
desplazamiento con respecto a la diosgenina. Por otro lado, se aprecié una sefial
multiple en 2.74 ppm, integrando para dos protones; ésta se asigno a los protones
axiales y ecuatoriales en C-2, el desplazamiento de estos protones a campos
bajos es debido a la influencia que ejerce el grupo carbonilo de la amida
adyacente a C-2. A campos altos se aprecian dos sefales simples que se
asignaron a los metilos 19 y 18 con desplazamientos de 1.11 y 0.81 ppm

respectivamente. También se observaron dos sefiales dobles con constantes de
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Figura 18. Espectro de 'H del (25R)-4-aza-5-espirosten-3-ona (145).

Esta asignacion se pudo corroborar a través del experimento COSY, donde se
observo el acoplamiento existente entre el proton H-6 y un H-7 y, por otro lado, el
acoplamiento entre los protones 2ec,ax y un H-1 (figura 19).

Por otra parte, en el experimento HMBC se observé el acoplamiento a largo
alcance entre el proton de N-H con el carbonilo de la amida, asi como también el
acoplamiento de este protén con C-5y C-6. De la misma manera, se aprecia el
acoplamiento entre los protones 2ec,ax y el carbonilo de la amida y de un protén
H-7 con los C-5 y C-6 (figura 20).
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Figura 19. Espectro COSY del (25 R)-4-aza-5-espirosten-3-ona (145).

Figura 20. Espectro HMBC del (25 R)-4-aza-5-espirosten-3-ona (145).
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En el espectro de 3C se observaron 26 sefales correspondientes al nimero de

carbonos de la molécula. En 169.7 ppm se observé claramente la presencia del

grupo carbonilo de amida y los carbonos vinilicos C-5y C-6, en 139.9 y 103.2 ppm

respectivamente. La sefial del carbono espirocetélico se observé en 109.2 ppm.

Por otro lado, los carbonos base de oxigeno C-16 y C-26 se desplazaron hacia

80.6 y 66.8 ppm (figura 21).
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Figura 21. Espectro RMN de 13C del (25R)-4-aza-5-espirosten-3-ona (145).
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El compuesto 4-azaesteroidal y sus derivados seran de gran utilidad como

compuestos de referencia para estudios posteriores de estructura-actividad y

estructura-reactividad.

4.2 Secuencia de reacciones propuesta para la obten

(25R)-6-aza-4-espirosten-7-ona (153).

cion del acetato de

La sintesis del derivado azaesteroidal 153 se llevé a cabo como se muestra en el

esquema 31 siguiendo la misma metodologia aplicada para la sintesis del
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azaesteroide en el anillo A. El acetato de diosgenina 146 se obtuvo por
esterificacion de la diosgenina 2 utilizando anhidrido acético a reflujo por 1 hora.
La oxidacion alilica con el reactivo de Collins generd el compuesto a,B-insaturado
147, cuya subsecuente oxidacion con KMnO4/KIO4 a 45 °C provoco la eliminacion
del grupo en C-3. Para evitar la eliminacion del acetato la reacciéon tuvo que
llevarse a cabo at. a. con lo cual se accedio al seco ceto acido esperado 150.

N S
s N

HO

2 146 147

"

AcO
153 150

i) Ac,0, DMPA, ref. 1 h. ii) CrO,/py, CH,Cl,, t.a. 12 h; iii) KMnO,, NalO,4, t-BuOH, t.a. 14 h;
iv) AcCONH,, AcOH, ref. 4h 6 MW 3 min.

Esquema 31. Secuencia de reacciones para la prepara cion del acetato de
(25R)-6-aza-4-espirosten-7-ona (153).

Para lograr la ciclacién de 150, primeramente se probd acetato de amonio a reflujo
de &cido acético por 4 horas, sin embargo no se consiguio debido a que el grupo
3-OAc demostro ser muy labil con el calentamiento, ademas de que su
eliminacion se ve favorecida por la conjugacion que se genera con la cetona en C-
5 (esquema 32). Con la finalidad de conservar el grupo acetato en C-3 se
realizaron distintas reacciones variando la temperatura y tiempos de reaccion pero
los resultados no fueron favorables. Cabe mencionar que con una reduccién del
doble enlace de 149 y posteriormente la ciclacién podria obtenerse un derivado 6-

aza pero en nuestro laboratorio no se contaba con las condiciones de reaccion
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para que se llevara a cabo, con lo cual se optd por cambiar la estrategia de
sintesis.

o @)
S N
S S

N
N

AcO O

150 163

i) KMnOy, NalO,, t-BuOH, ref. 3 h, 45 °C ii) KMnOy, NalO,, t-BuOH, t.a. 14 h
iii) ACONHy4, AcOH, ref. 4 h 6 MW 3 min.

Esquema 32. Secuencia de reacciones que condujeron a 149.

Se plante6 una nueva estrategia de expansion de anillo utilizando como precursor
al derivado 147, el cual contiene un grupo ceténico que pudo ser transformado
hacia la oxima 151 y subsecuentemente, mediante una reaccion tipo Beckmann se
accedi6 a un 7-azaesteroide. La oxima se obtuvo al tratarse 147 con NH2OH.HCI
a reflujo en etanol por 2 h. Por otra parte, el rearreglo tipo Beckmann se indujo con
SOCI; en THF (esquema 33).

\:
s
s

AcO

147 151 152

i) NH,OH.HCI/EtOH, AcONa, ref. 2h.; ii) SOCI,/THF, 0°C 4h.

Esquema 33. Sintesis del derivado B-homo azaesteroi  dal 152.
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4.2.1 Preparacion y caracterizacion del acetato de  diosgenina 146.

La esterificacion se llevé a cabo por calentamiento de la diosgenina a reflujo de
anhidrido acético y dimetil amino piridino por 1 hora. En el espectro de H se
observd que las sefales correspondientes a H-6 y H-16 no presentan cambios
considerables respecto a la diosgenina. Por el contrario, en 4.59 ppm se observo
una sefal multiple que se asigné al proton base de oxigeno H-3, que a diferencia
del espectro de diosgenina, esta sefial se observa desplazada a campos bajos
debido a la desproteccion que el grupo acetato ejerce sobre éste proton. Los
protones diastereotopicos H-26 ecuatorial y axial presentan un desplazamiento
similar que en la diosgenina encontrandose en 3.47 y 3.37 ppm respectivamente.
De la misma manera, en 2.31 ppm se observd una sefial multiple ancha que
integra para dos protones, asignandose a los protones 4 ecuatorial y 4 axial (figura
22).
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Figura 22. Espectro de 'H del acetato de diosgenina.
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También se observd una sefal simple en 2.03 ppm caracteristica de protones
metilicos alfa a grupos carbonilo, correspondientes al metilo del acetato. Las
sefales simples hacia 1.04 y 0.79 ppm se asignaron a los protones de los metilos
19 y 18 respectivamente. Hacia campos altos aparecen dos sefiales dobles en
0.97 y 0.78 ppm con constantes de acoplamiento de 6.8 y 6.4 Hz que se

asignaron a los protones de los metilos 21 y 27 respectivamente (figura 22).

En el experimento COSY se puede apreciar el acoplamiento que hay entre el
proton H-3 y los protones H-4 (figura 23). Por otra parte, en HSQC se observo el
acoplamiento entre H-6 y C-6, H-3 y C-3, H-16 y C-16, H-4ec,ax y C4 como se

muestra debajo (figura 24).

A través del experimento HMBC se mostré el acoplamiento a largo alcance entre

los protones H-4 ec,ax y los carbonos C-5, C-6, C-3, entre otros (figura 25).

Figura 23. Espectro COSY del acetato de diosgenina.
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Figura 24. Espectro HSQC del acetato de diosgenina.

Figura 25. Espectro HMBC del acetato de diosgenina.
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Por su parte, en el espectro de 13C, se mostraron las 29 sefiales que corresponden
con el numero de carbonos de la molécula. En 170.2 ppm destaca una sefal
caracteristica del carbonilo de grupo éster. Las sefiales de los de los carbonos
vinilicos C-5 y C-6 aparecen en 139.5 y 122.2 ppm. El carbono espirocetalico 22
se mostro hacia 109.1 ppm. Las sefales de los carbonos base de oxigeno de C-3,
C-16 y C-26 se observaron a campos bajos hacia 73.8, 80.7 y 66.8 ppm
respectivamente (figura 26).
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Figura 26. Espectro RMN de 3C del acetato de diosgenina.

4.2.2 Preparacion del (25 R)-3B-acetoxi-5-espirosten-7-ona (147).

La reaccion de oxidacion alilica que dié mejores rendimientos se logro
primeramente preparando el reactivo de Collins disolviendo CrOs (29 eq.) en
CH2CI> a 0 °C y posteriormente agregando lentamente piridina. Una vez listo el
reactivo, se agregé acetato de diosgenina (1 eq.) disuelto en CH2Cl, y se dejé la
reaccién en agitacion por 12 horas. Mediante CCF se observo que la materia

prima se encontraba en menor proporcién que el producto esperado obtenido en
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un 71 % de rendimiento. Una segunda metodologia empleada consistio en agregar
una solucion de trioxido de cromo en acido acético y agua al acetato de
diosgenina disuelto en acido acético, manteniendo la reaccién en agitacion a una
temperatura entre 0 y 5 °C durante 3 horas. Por CCF se observaron tres manchas;
la menos polar era materia prima y las dos restantes, resultaron después de su
caracterizacion en el seco ceto &cido 148 (61 %) y en menor proporcion el
producto de la oxidaciéon alilica esperado 147 (27 %) que se muestran en el
esquema 34. De manera similar, Solaja®® report6 la oxidacion alilica de dos
esteroides utilizando 30 equivalentes de reactivo de Jones, obteniendo
rendimientos bajos del 10 y 23 %, con lo que se considera que la oxidacién alilica
de A® con acido cromico se ve favorecida en el rompimiento del enlace doble por

encima de la oxidacion alilica.

P
2,
z

AcO 146 \

AcO o 147 AcO

i) CrO4/H,0, CH;COOH, 0-5 °C, 3 h.

Esquema 34. Productos de oxidacion del acetato de d  iosgenina (146).

4.2.2.1 Mecanismo de reaccion para la sintesis del  derivado 147.

Los métodos mas comunes de oxidacion de AdS-esteroides son aquellos que se
basan en el uso de reactivos de cromo (VI). Gran variedad de estos esteroides
han sido convertidos en cetonas a,B-insaturadas empleando diferentes
procedimientos oxidativos; sin embargo, el mecanismo de reaccion a traves del

cual esto ocurre, no ha sido completamente elucidado. Algunos autores®! han
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propuesto que la reaccion ocurre via radicales libres iniciando con la extraccion de
un atomo de hidrégeno (o ion hidruro) de un carbén alilico para formar un radical
(o ion carbonio). Posteriormente las especies resultantes son oxidadas en ambos
carbonos adyacentes al radical alilico para formar una cetona a,3-insaturada. La
formacion de estos productos puede ser debido a diversos factores como la
accesibilidad estérica de los hidrogenos alilicos para ser extraidos, las energias
relativas de posibles intermediarios alilicos y el control esteroelectronico en la

transferencia de oxigeno hacia los sitios competentes (esquema 35).

RH,CHC=—=CHR’ e RHCm:mmEHEmmcHR

'

0 I
RCCH=CHR" + RCH==CHCR’
Esquema 35. Posible mecanismo de oxidacion alilica para formar

compuestos a,B-insaturados.

Basandonos en esta propuesta, para el caso del acetato de diosgenina hay dos
carbonos que contienen hidrogenos alilicos los cuales pueden ser extraidos, C-4 y
C-7. Es de esperar que los hidrégenos axiales, por su disposicion espacial, sean
extraidos preferentemente sobre los hidrogenos ecuatoriales debido a los efectos
estéreo electronicos sobre la reactividad de la molécula®?. En este caso, el
hidrogeno axial de C-4 se encuentra por encima del plano de la molécula del
esteroide y la aproximacion de las especies de cromo se ven obstaculizadas por el
grupo metilo en C-10. Por otra parte, el hidrogeno axial en C-7 esta por debajo del
plano de la molécula y libre de impedimento estérico (figura 24), por lo que la
reaccion transcurre en esta posicion dando como resultado la formacion del

compuesto a,B-insaturado 147.
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Hax \
AcO

Hax
Figura 27. Distribucion espacial de hidrogenos H-4  ax y H-7ax en el acetato

de diosgenina.
4.2.2.2 Caracterizacion del (25 R)-3B-acetoxi-5-espirosten-7-ona (147).

En el espectro de 'H se observé a campos bajos una sefial simple ancha en 5.71
ppm que se asigné al protén H-6. Los protones H-3 y H-16 se desplazaron hacia
4.71 y 4.48 ppm mientras que los protones diastereotopicos H-26ec y H-26ax no
presentan cambios en su desplazamiento. Los cambios més significativos con
referencia al espectro de la materia prima fueron la presencia de cuatro sefales a
campos bajos; una sefial multiple que integra para un protén en 2.88 ppm que se
asignoé al proton H-15ec; una sefial ddd que integra par un protén en 2.56 ppm
asignada a H-4ec cuyas constantes de acoplamiento fueron Jgem=14, Jaec3ax= 7.2y
Jaec-2ec= 2 Hz, una sefial dd que integra para un proton en 2.49 ppm con Jgem=11.2
y Jsax-3=1.6 Hz asignada al proton H-4ax y una sefial multiple en 2.41 ppm que se
asigno al protdn a al grupo carbonilo H-8 (figura 29). Los desplazamientos a
campos bajos de estos protones se explican debido al apantallamiento que ejerce
el grupo carbonilo y del doble enlace. Hacia 2.05 ppm se pudo observar una sefial
simple que se asigné al metilo del grupo acetato en C-3. A campos altos se
mostraron las sefiales simples hacia 1.23 y 0.79 ppm que se asignaron a los
protones de los metilos 19 y 18 respectivamente. De la misma manera, las dos
sefales dobles en 0.98 y 0.79 ppm con constantes de acoplamiento de 6.8 y 6.4

Hz se asignaron a los protones de los metilos 21 y 27 respectivamente (figura 28).
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Figura 28. Espectro de 'H del (25R)-3B-acetoxi-5-espirosten-7-ona (147)
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Figura 29. Integracion de protones del (25 R)-3B-acetoxi-5-espirosten-
7-ona (147).
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Con ayuda del experimento DEPT se confirmaron el namero de carbonos

metilicos, metilénicos, metinicos y cuaternarios correspondientes de la molécula.

En el experimento COSY se observd el acoplamiento 'H-'H que hay entre el
proton H-3 y los protones H-4. De la misma manera, este experimento ayudd a
corroborar el acoplamiento que hay entre los protones H-16 y H-15 (figura 30).
Mediante el HSQC se pudieron asignar inequivocamente las sefales
correspondientes a los protones 4ec, 4ax, 15ec y 8 (figura 31), las cuales fueron
corroboradas con ayuda del experimento HMBC a través de las correlaciones que
hay entre los protones 4 y los carbonos C-3, C-5y C-6, 15ec con C-14, C-16, C-17
y el proton 8 con C-7 y C-9 (figura 32).
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Figura 30. Espectro COSY del (25 R)-3B-acetoxi-5-espirosten-7-ona (147)

Figura 31. Espectro HSQC del (25 R)-3B-acetoxi-5-espirosten-7-ona (147)
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Figura 32. Espectro HMBC del (25 R)-3[-acetoxi-5-espirosten-7-ona (147)

En el espectro de 13C se observaron 29 sefiales que corresponden al numero de
carbonos de la molécula. La sefial en 201.4 se asigno a C-7, ya que el
desplazamiento quimico es caracteristico de cetonas a,B-insaturadas. En 170.3
ppm se observo una sefial que fue asignada al carbonilo del grupo acetato. Por
otro lado, las sefiales en 164.0 y 126.4 ppm se asignaron a los carbonos vinilicos
C-5 y C-6. El desplazamiento del carbono espirocetalico no presenta cambios
significativos apareciendo en 109.2 ppm, mientras que los carbonos base de
oxigeno C-16, C-3 y C-26 se desplazan hacia 80.9, 72.1 y 66.7 ppm

respectivamente (figura 33).
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Figura 33. Espectro de 13C del (25R)-3B-acetoxi-5-espirosten-7-ona (147).

4.2.3 Mecanismo de reaccion de la sintesis del seco ceto acido 148.

El mecanismo comienza con la formacion del acido crémico que resulta de la
reaccion entre el CrOs y H2O. A través de la ruptura del éster de cromo ciclico se
genera el aldehido terminal en el compuesto A que consecuentemente se oxida a
acido carboxilico dando como resultado el seco ceto acido 148 mostrado en el

esquema 36.
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Esquema 36. Mecanismo de reaccion de la sintesis de | seco ceto acido 148.

4.2.3.1 Caracterizacion del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6- secoespirostan-
6-oico (148).
En el espectro de 'H se observd en campos bajos una sefial simple ancha en 5.39
ppm asignado al protén H-3. El protén H-16 se desplaza hacia 4.41 ppm mientras
gue los protones diastereotopicos H-26ec y H-26ax aparecieron en 3.46 y 3.35
ppm respectivamente. Hacia 3.16 y 2.47 aparecio una sefial dd con Jgem=14.8 Hz y
Jaec3= 4.8 Hz asignada al proton 4ec y una sefial doble con Jgem= 14.4 Hz
asignada al proton 4ax (figura 34). En la figura 35 se muestran claramente tres
sefiales que integran para un proton, de las cuales dos fueron asignadas a los H-4
y una sefial dd en 2.26 ppm con Jgem=16 Hz y J7ec.s=4 Hz que integro para un

protén asignandose a H-7ec.

En el experimento COSY (figura 36) se observo el acoplamiento de los protones
H-4ec y H-4ax con H-3, mientras que en el experimento HSQC se observo
claramente el acoplamiento de los C-H entre H-3 y C-3, H-16 y C-16, H-26ec y C-
26, H-26ax y C-26, H-4ec y C-4, H-4ax y C-4, y H-7ec con C-7 identificando asi

que éste ultimo correspondia a un CH> (figura 37).
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Figura 34. Espectro de 'H del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6-
secoespirostan-6-oico (148).

H-7ec [0
140

H-4ec
/‘ H-4ax F120

\ 100
80
60
40

20

r-20

325 320 315 310 3.05 3.00 295 29 285 280 ZfZS( 2).70 265 260 255 250 245 240 235 230 225 220
ppm.

Figura 35. Integracion de protones del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6-
secoespirostan-6-oico (148).

70



DISCUSION DE RESULTADOS

Figura 36. Espectro COSY del acido (25 R)-3pB-acetoxi-5-0x0-5,6-
secoespirostan-6-oico (148).

Figura 37. Espectro HSQC del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6-
secoespirostan-6-oico (148).
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A través del experimento HMBC se pudo apreciar el acoplamiento a largo alcance
de los protones H-4ec y H-4ax con el carbonilo de cetona C-5 y del proton
asignado al H-7ec con el carbonilo del &cido en C-6, corroborando de esta manera

la asignacion de los mismos (figura 38).

Figura 38. Espectro HMBC del &cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6-
secoespirostan-6-oico (148).

Por su parte, en 2.05 ppm se pudo observar la sefial simple correspondiente al
metilo del grupo acetato en C-3 y, en campos altos, se mostraron las sefiales
simples hacia 1.07 y 0.82 ppm que se asignaron a los protones de los metilos 19 y
18 respectivamente. De la misma manera, las dos sefiales dobles en 0.97 y 0.78
ppm con constantes de acoplamiento de 6.8 y 6.4 Hz se asignaron a los protones
de los metilos 21 y 27 respectivamente (figura 34).
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Por otro lado, en espectro de 13C se observaron las 29 sefiales correspondientes
al numero de carbonos de la molécula. La sefial en 216.1 ppm es caracteristica
de cetonas y se asigno al carbonilo en C-5. Hacia 177.2 ppm se observa una sefal
que corresponde a un carbonilo de &cido carboxilico el cual se asigno al carbono
C-6, mientras que en 170.3 ppm se observo una sefial propia de carbonilo de éster
corroborando el acetato en C-3. El desplazamiento del carbono espirocetalico no
presenta cambios significativos y aparece hacia 109.3 ppm, mientras que los
carbonos base de oxigeno C-16, C-3 y C-26 se desplazan hacia 80.3, 73.4 y 66.8

ppm respectivamente (figura 39).
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Figura 39. Espectro de '3C del 4cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6-

secoespirostan-6-oico (148).
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4.2.4 Preparacion del seco ceto 4cido149 y 150.

La oxidacion del doble enlace del compuesto a,B-insaturado 147 se realizd
utilizando KMnO4/KIO4 a reflujo de tert-BuOH a 45 °C para obtener el seco ceto
acido 15019, Después de la caracterizacién se observé que se habia llevado a
cabo la apertura del anillo B, obteniéndose asi un seco ceto &cido de 26 carbonos
con un rendimiento del 86 %, el cual resultd ser el seco esteroide 149 y no el
esperado, como se muestra anteriormente en el esquema 32. En el intento de
mantener el grupo acetato, se varid la temperatura entre 30-50 °C, pero no se
logré la conservacion de éste, dando como resultado una cetona a,B-insaturada en
el anillo A. Por otro lado, Jacobs® logra mantener el grupo acetato en C-3
realizando la oxidacion a temperatura ambiente por un tiempo de 48 h vy
posteriormente neutralizando mediante lavados con agua, por lo que se decidio
llevar la reaccién a temperatura ambiente, logrando acceder de esta manera al

seco esteroide 150.

En la tabla 5 se muestra una comparacion de las metodologias reportadas con el
método empleado para oxidar compuestos similares a 147 conservando el acetato
en C-3 al final de la oxidacion. Kasal®> no reporta el rendimiento del producto
oxidado debido a que el crudo obtenido lo utiliza para un siguiente paso. Por otra
parte, Jacobs reporta un rendimiento del 32 % en un tiempo de reaccion de 2 dias
a temperatura ambiente. Como se puede apreciar, 12 h a temperatura ambiente
fue suficiente para aumentar el rendimiento hasta un 62 % empleando otros

agentes oxidantes.
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Tabla 5. Metodologias de oxidacion conservando el g  rupo acetato en C-3.

) Kasal Jacobs Metodologia
Reactivos
(ref. 17) (ref. 11) Empleda
i ) Derivado de Derivado de
Molécula esteroidal Compuesto 150
Androstano Colesterol
Tiempo de reaccion 6h 48 h 12 h
Temperatura 45 °C Ambiente Ambiente
Oxidante HIO4/KMNnO4 O3 KMnO4/KIO4
Rendimiento No reportado 32% 62 %

4.2.4.1 Caracterizacion del acido (25 R)-5-0x0-5,7-seco-6-nor-3-espirosten-7-
oico (149).

En el espectro de 1H se observo a campos bajos una sefial maltiple en 6.82 ppm
asignado al proton vinilico H-3 y una sefial doble en 5.93 ppm con una Js4.3=10Hz
gue se asigno al protén H-4, confirmando la eliminacion del grupo acetato en C-3.
Por otro lado, el proton H-16 y los protones diastereotépicos H-26ec y H-26ax no
presentan cambios significativos en su desplazamiento quimico y aparecen hacia
4.48, 3.46 y 3.34 ppm respectivamente. De la misma manera, puede apreciarse en
2.51 ppm una sefial dd con Js.14=Js.9=11.2Hz que integra para un proton la cual se
asign6 al H-8. Hacia campos altos se mostraron las sefiales simples
correspondientes a los metilos 19y 18 en1.11 y 0.78 ppm y las dos sefiales dobles
en 0.96 y 0.78 ppm con constantes de acoplamiento de 7.2 y 6.0 Hz asignados a

los metilos 21 y 27 respectivamente (figura 40).

En el experimento COSY se observo claramente el acoplamiento de los protones
H-3 y H-4 con lo que se verificd la eliminacion del grupo acetato (figura 41). En
HSQC se mostraron los acoplamientos entre los H-3 y C-3, H-4 y C-4, entre otros
(figura 42). Finalmente, en HMBC se corroboré la sefial asignada a H-8 por
acoplamiento con los carbonos C-14 y C-7 (figura 43).
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Figura 41. Espectro COSY del acido (25 R)-5-0x0-5,7-seco-6-nor-3-espi
7-oico (149).
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Figura 42. Espectro HSQC del 4cido (25 R)-5-0x0-5,7- seco-6-nor-3-espirosten-
7-oico (149).

Figura 43. Espectro HMBC del &cido (25 R)-5-0x0-5,7-seco0-6-nor-3-espirosten-
7-0ico (149).
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En el espectro de 13C se observaron 26 sefiale
carhonos de la molécula. La sefial en 205.3
insaturada y se asigné al carbonilo en C-5. El
arriba de los 200 ppm no es muy comdn y pued
hidroxilo del &cido carboxilico, lo cual podr
desproteccion de C-5. En 178.8 ppm se apreci
del &cido carboxilico C-7'y ya no se observa la
confirmando la eliminacion del grupo acetato.
sefiales particulares de carbonos vinilicos en 14
asignadas a los carbonos C-3y C-4. El desplaz
se encuentra en 109.2 ppm, mientras que los
C-26 se desplazan hacia 79.9 y 66.8ppm respec

2
C1

C3

C4
80
c7
70
Fi§®a 44. Espectro de 1C del 4cido (25 R)-5-
T-oico (149).
50
40
30

20

10

T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 1%10( 1)00 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm,

78



DISCUSION DE RESULTADOS

4.2.4.2 Caracterizacion del &cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-nor-
espirostan-6-oico (150).

En el espectro de H se confirmd la oxidacién del doble enlace debido a que ya no
se observo la sefial del proton vinilico H-6. El protdon H-3 sufrié un cambio en su
desplazamiento con respecto a la materia prima y apareciéo como una sefial simple
ancha en 5.38 ppm mientras que los H-16 se desplazaron a 4.44 ppm. Los
protones diastereotopicos H-26ec y H-26ax no presentaron cambios en su
desplazamiento. Por otra parte, se observé el corrimiento del proton 4ec hacia
3.25 ppm mostrdndose como una sefial dd con Jgem=16 Hz y Jsec3=4.4 Hz, la
desaparicion de la sefal correspondiente al proton 15ec que se observé en el
espectro de la materia prima y el desplazamiento de H-8 hacia 2.58 ppm que se
aprecia como una sefal doble de dobles con Js.9=Js.14=11.2 Hz. EIl proton 4ax
aparecio como una sefial doble con Jgem=15.6 Hz en 2.46 ppm y una sefal
multiple en 2.35 ppm fué asignada al proton H-9 (figura 46). La sefial simple hacia
2.07 ppm corresponde al metilo del grupo acetato, con lo cual se confirmé la
presencia de este grupo en C-3. En campos altos se mostraron las sefiales
simples hacia 1.12 y 0.84 ppm que se asignaron a los protones de los metilos 19 y
18 respectivamente mientras que las dos seinales dobles en 1.02 y 0.84 ppm con
constantes de acoplamiento de 6.4 Hz se asignaron a los protones de los metilos
21y 27 (figura 45).
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Figura 45. Espectro de 'H del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-
norespirostan-6-oico (150).
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Figura 46. Integracion de protones del 4cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-
6-norespirostan-6-oico (150).
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En el experimento COSY se aprecio el acoplamiento de los protones H-4 con H-3,

asi como también las sefiales asignadas a H-8 y H-9 (figura 47).

Por otra parte, en el experimento HSQC se observo el acoplamiento entre los
protones H-4, H-8 y H-9 con sus respectivos carbonos, entre otros (figura 48). De
la misma manera, a través del experimento HMBC se observé el acoplamiento
entre el proton H-4ec con C-5 y H-4ax con C-5 y C-3. También se aprecid el
acoplamiento entre la sefal asignada a H-8 con COOH y H-9 con C-11 como se

muestra en la figura 49.

Figura 47. Espectro COSY del acido (25 R)-3p-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-
norespirostan-6-oico (150).
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Figura 48. Espectro HSQC del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-
norespirostan-6-oico (150).

Figura 49. Espectro HMBC del &cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-
norespirostan-6-oico (150).
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En el espectro de 13C se observaron 28 sefiales que corresponden al nimero de
carbonos de la molécula. La aparicion de las sefiales en 213.0 y 177.9 ppm
confirmaron la oxidacidn, la primera es caracteristica de cetonas y se asigno al
carbonilo en C-5; la segunda pertenece a un carbonilo de acido carboxilico y se
asigno al carbonilo en C-7. La sefal en 170.2 ppm fue asignada al carbonilo del
grupo acetato mientras que el carbono espirocetalico aparecié en 109.1 ppm. Los
carbonos base de oxigeno C-16, C-3 y C-26 se desplazaron hacia 79.8, 72.4 y
66.6 ppm respectivamente (figura 50).
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Figura 50. Espectro de 13C del 4cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-

norespirostan-6-oico (150).
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4.2.5 Preparacion de la oxima 151.

La formacién de la oxima a partir de la enona 147 se llevo a cabo con NH2OH.HCI
a reflujo de una solucién de etanol y acetato de sodio por dos horas. Los mejores
resultados fueron utilizando 1 eq. de la oxima por 1.5 eq. de NH>OH.HCI. La
caracterizacion mostro la presencia de una sola oxima que se obtuvo en un

rendimiento del 91 %.

4.2.5.1 Caracterizacion del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-eno
(151).

En el espectro de IR se aprecié una banda en 3345 cm! que indica la presencia
de un grupo hidroxiimino. Por otro lado en el espectro de 'H se observaron dos
sefiales simples anchas en 8.46 y 6.59 ppm que corresponden al proton del
hidroxilo de la oxima y al protén H-6 con respecto al espectro de H de la materia
prima. Los protones base de oxigeno 3 y 16 presentaron ligeros cambios en su
desplazamiento y aparecieron en 4.68 y 4.61 ppm mientras que los protones
diastereotépicos 26ec y 26ax se desplazaron hacia 3.50 y 3.45 ppm
respectivamente apareciendo como una sefal que integra para dos protones como
se aprecia en la figura 52. El protdn 15ec se vio afectado por el grupo hidroxilo de
la oxima, y aparecié como una sefial multiple integrando para un proton hacia 2.85
ppm. Un ligero cambio se present6 en el desplazamiento de los protones 4ec, 4ax
y 8 los cuales se ven como sefiales multiples hacia 2.54, 2.45 y 2.42 ppm. La
sefial simple hacia 2.04 ppm corresponde al metilo del grupo acetato, mientras
gue a campos altos se mostraron las sefiales simples hacia 1.14 y 0.80 ppm que
se asignaron a los protones de los metilos 19 y 18 respectivamente. Las dos
sefales dobles en 1.01 y 0.80 ppm con constantes de acoplamiento de 7.2 y 5.6

Hz se asignaron a los protones de los metilos 21 y 27 (figura 51).
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Figura 52. Integracion de protones del acetato de ( 25R, 7E)-
hidroximinoespirost-5-eno (151).

En el experimento COSY se puede apreciar la correlacion que hay entre los
protones H-3 y H-4. De la misma manera, se muestra claramente la correlacion de

H-16 con H-15ec y H-17. Con ayuda de este experimento se corrobord que las

85



DISCUSION DE RESULTADOS

sefales asignadas a los protones H-4ec y H-4ax fueron correctas, ya que se

mostro claramente la correlacion entre ambas (figura 53).

Figura 53. Espectro COSY del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-
eno (151).

Con el experimento HSQC se apreciaron las correlaciones C-H, con lo que se
aprecio claramente que la sefial asignada a H-8 pertenecia a un metino y, para el
caso de los H-4, ambas sefales correlacionaron con C-4 apareciendo como

metilenos (figura 54).
Por otra parte, en el experimento HMBC se observo claramente la correlacion

entre los protones H-4 y C-3, C-5 y C-6, asi como también la correlacién entre el
proton C-8 y C-7 (figura 55).
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Figura 54. Espectro HSQC del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-
eno (151).

Figura 55. Espectro HMBC del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-
eno (151).
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En el espectro de 13C se apreciaron las 29 sefiales correspondientes al nimero de
carbonos de la molécula. Primeramente, la sefial que correspondia a la enona en
C-7 dejo de observarse y se notd una sefial en 156.5 ppm caracteristico de
oximas, la cual fue asignada al carbono de la oxima en C-7. En 170.3 ppm
aparece una sefial que fue asignada al carbonilo del grupo acetato en C-3
mientras que los carbonos vinilicos C-5 y C-6 se muestran en 151.4 y 113.6 ppm.
El carbono espirocetalico no presentd cambios en su desplazamiento mostrandose
hacia 109.5 ppm. Los carbonos base de oxigeno se apreciaron en 80.8 'y 72.9 ppm

respectivamente (figura 56).
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Figura 56. Espectro de 13C del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-
eno (151).

88



DISCUSION DE RESULTADOS

4.2.6 Preparacion de la B-homo lactama 152.

El tratamiento del acetato de(25R, 7E)-hidroximinoespirost-5-eno (151) con una
solucién de cloruro de tionilo en tetrahidrofurano a una temperatura de 0 °C por 4
h dio un producto que se traté de la enamida tipo lactama 152 con un 52 % de

rendimiento y materia prima sin reaccionar.

4.2.6.1. Mecanismo de reaccion para la obtencion de  la B-homo lactama 152.

Como se muestra en el esquema 36, el mecanismo para el rearreglo de
Beckmann con SOCI,, implica como primer paso el ataque del grupo hidroxilo de
la oxima al sulféxido que se encuentra parcialmente positivo forzando la salida del
cloro con lo cual se genera el intermediario 151A. Simultaneamente a la salida del
cloro ocurre la migracion del grupo contiguo al nitrogeno, generando el
intermediario A. Se llega asi a un grupo nitrilo cuaternizado (B) con cierto caracter
carbocationico que provoca el atague de una molécula de agua (C). Tras la
pérdida de un proton se genera el tautomero de la amida (D) y finalmente la amida

152 como producto del rearreglo.
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Esquema 37. Mecanismo de reaccion para la formacion del azaesteroide 152.
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4.2.6.2 Caracterizacion del (25 R)-3[-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-ona
(152).

En el espectro de IR se aprecié una banda en 3273 cm que indica la presencia
de una amina secundaria. Por otro lado en el espectro de 'H se observé una sefal
simple en 5.84 ppm correspondiente al protdon vinilico H-6 y una sefal simple
ancha en 5.72 ppm que se asignoé al proton de la enamida. De los protones base
de oxigeno, el H-3 no presenta cambios y aparecio en 4.69 ppm mientras que el
protdn H-16 presento ligeros cambios en su desplazamiento y se mostré en 4.43
ppm. Los protones diastereotopicos 26ec y 26ax se desplazaron hacia 3.47 y 3.37
ppm y el proton H-8 se vio mas afectado por el grupo carbonilo de la enamida, por
lo cual fue desplazado hasta 3.42 ppm. Los protones 4ax y 4ec se mostraron
como una sefal dd con Jgem=Jsax-3=11.6 Hz en 2.60 ppm y una sefal multiple en
2.46 ppm respectivamente (figura 58). El proton 15ec se vi6 ligeramente afectado
por el carbonilo de la enamida y se desplazé como una sefial multiple hacia 2.23
ppm. El metilo del grupo acetato en C-3 se mostro en 2.04 ppm y los metilos 19 y
18 como sefales simples en 1.29 y 0.78 ppm. Los metilos 21 y 27 se mostraron
como sefales dobles en 0.98 y 0.79 ppm con J21.20= 6.0 Hz y J27.05= 6.0 Hz

respectivamente (figura 57).
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En el experimento COSY se aprecio la correlacién 1H-1H que hay entre el proton
vinilico H-6 y el proton de la enamida N-H. Esto ayudo a corroborar que el &tomo

de nitrogeno estaba en posicion alfa al carbono C-6 (figura 59).

Figura 59. Espectro COSY del (25 R)-3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-
ona (152).
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En el experimento HSQC se apreciaron las correlaciones C-H entre los H-15y C-
15, H-4 y C-4, H-8 y C-8, entre otros (figura 60). Por otra parte, a través del
experimento HMBC se observo la correlacion entre el proton de la enamida N-H y
C-6, H-6 con C-5, C-4 y C-10, H-4 axial y ecuatorial con C-1, C-3, C-5y C-6, H-15
ecuatorial con C-12, C-14 y C-17, como se aprecia en la figura 61.

Figura 60. Espectro HSQC del (25 R)-3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-
ona (152).
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Figura 61. Espectro HMBC del (25 R)-3[-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-
ona (152).

En el espectro de 13C se apreciaron 29 sefiales correspondientes al nimero de
carbonos de la molécula. La sefal correspondiente a la oxima en C-7 ya no se
observé y se mostré una nueva sefial en 167.4 ppm que se asigné al carbonilo de
la enamida. En 170.2 ppm permanecio la sefial asignada al carbonilo del grupo
acetato en C-3 mientras que los carbonos vinilicos C-5 y C-6 presentaron ligeros

cambios y se mostraron en 155.8 y 122.4 ppm. El carbono espirocetalico se
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desplazé hacia 109.3 ppm mientras que los carbonos base de oxigeno se
apreciaron en 79.6 y 72.5 ppm respectivamente (figura 62).
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Figura 62. Espectro RMN de *3C del (25R)-3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-
espirosten-7-ona (152).

95



CONCLUSIONES

[lIl. CONCLUSIONES

Se logro sintetizar el nuevo derivado 4-azaesteroidal 145 a partir de la diosgenina
(2) en 3 etapas a través de tres métodos de ciclacion diferentes con rendimientos
globales del 57, 38 y 68 %.
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La optimizacion de la ciclacion del seco ceto acido se logré empleando una nueva
metodologia que incluye el uso de microondas focalizado, equipo con el cual se
alcanzan rendimientos altos y reacciones muy limpias.
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0 < tert-BuOH o)
144 MW 3 min 145

El rendimiento global de 145 es mayor comparado con el reportado por Yadav.
(antecedentes, esquema 6) en el que parten de la misma molécula y obtienen un
rendimiento global del 19 % en 7 etapas, mientras que en esta nueva metodologia
se sintetiza el derivado azaesteroidal en solo 3 etapas.

También se prepar6 la B-homo lactama 152 en un rendimiento global del 28 %
mediante el rearreglo de Beckman de la (E)-oxima 151. Es bien sabido que el
rearreglo de oximas esteroidales con la configuracién (E), provenientes de cetonas
o,B-insaturadas da como resultado enaminas tipo lactamas como en el caso de
152. La estereoquimica de ambos fue determinada mediante diferentes datos

espectroscopicos basicos (IR, RMN-1D, RMN-2D, Masas de alta resolucion).
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SOCI,/THF

\j

0°C,4h.

AcO

AcO

151 152

Los seco esteroides 148, 149 y 150 pueden ser empleados posteriormente para la
preparacion de derivados 6-azaesteroidales estableciendo nuevas metodologias

gue incluyan el uso de reactivos adecuados que ofrezcan mejores resultados.

o (o]
$ S

AcO AcO

148 149 150

Los derivados aza esteroidales 145 y 152 son moléculas que pueden presentar
una actividad biologica de gran interés, por lo cual serdn consideradas para

estudios posteriores.

Se propusieron los mecanismos de reaccion de la obtencion de los derivados aza

esteroidales y fueron caracterizaron por los diferentes métodos espectroscopicos.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 EQUIPOS Y TECNICAS UTILIZADAS.

Puntos de Fusion

Los puntos de fusion fueron determinados por la técnica de capilar abierto en un
equipo automatizado Stanford Research Systems EZ-Melt MPA 120, utilizando la

escala de grados Celsius y no fueron corregidos.

Resonancia Magnética Nuclear

Los Espectros de Resonancia Magnética Nuclear se adquirieron con un aparato
VARIAN MR, a 400 MHz para espectros de 'H y a 100 MHz para los espectros de
13C. Se utiliz6 cloroformo deuterado (CDCIz) como disolvente y tetrametilsilano

(TMS) como referencia interna.

Microondas Focalizado

La metodologia de ciclacion no convencional, fue desarrollada en un microondas
focalizado marca Anton Paar, modelo Monowave 300, donde las reacciones
fueron llevadas a cabo en un vial cerrado neumaticamente a presion, y
monitoreada la presion y la potencia de salida entregada; la temperatura fue
monitoreada por un sensor infrarrojo y un termometro de ruby. El enfriamiento del
vial fue realizado con aire seco comprimido. Se utilizaron viales de 10 y 30 mL de
vidrio borosilicato con septa. Se ensayaron diversos solventes polares grado

reactivo transparentes a las MW.

Espectroscopia de Infrarrojo

Se utiliz6 un Espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier e
Interferometro Dynascan Perkin Elmer Espectrum 100. Los datos se expresan en

nameros de onda v (cm-1).
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Polarimetria

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

levo- y dextrégiras se acompafian con el valor de la concentracién empleada.

Cromatografia

Para la cromatografia analitica en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales
de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4 de
Macherey-Nagel, Alemania y como fase movil sistemas de elucion de acetato de
etilo — éter de petroleo. Para su revelado se empled luz ultravioleta de onda corta
(254 nm, lampara de UVG-11) y por calcinacion de las placas, previo tratamiento

con acido sulfurico al 50%.

Para la cromatografia en columna, se empleo gel de silice de 230-400 mallas MN
Kieselgel 60 de Macherey-Nagel, Alemania , utilizando un sistema de eluyente de

acetato de etilo — éter de petréleo en diversas proporciones.

6.2 DISOLVENTES Y MATERIAS PRIMAS

La Diosgenina (2) comercial no fue necesario purificarla, previamente se le
hicieron analisis como: punto de fusidén, cromatografia por placa fina, resonancia
magnética nuclear en los cuales no mostré0 ninguna impureza. Los reactivos
utilizados fueron de grado analitico. Todos los disolventes se purificaron de

acuerdo con las técnicas publicadas en la literatura33.

La materia prima fue diosgenina (2), la cual se caracterizé por las diferentes
técnicas espectroscopias, para contar de manera inicial con los espectros, a fin de
poder compararlos con los productos de transformaciones posteriores, y
facilmente identificar los cambios en los compuestos esteroidales.
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Caracterizacion de la diosgenina (2).

o
S

HO

La diosgenina (2) se caracterizd por métodos fisicos y espectroscépicos, los datos
fueron comparados con los de la literatura. Polvo amorfo, p.f. = 199-202 °C (lit>*
203-205 °C), [a]p = - 129.0° (c = 1.0, CHCIy); lit>* - 129.0° (c = 1.4, CHCl3).

RMN 1H

&: 5.34 (1H, d, J= 5.2 Hz, H-6), 4.41 (1H, ddd, Ji6.152 =J16-15¢ =J16.17= 7.6 Hz, H-16),
3.51 (1H, ma, H-3), 3.46 (1H, ddd, Jgem=10.8, Jose 250= 4.4 Jage-24e= 2.4 Hz, H-26€),
3.37 (1H, dd, Jgem= Jo2sa25a=10.8Hz, H-26a), 1.02 (3H, s, CHs-19), 0.97 (3H, d, Jzu.
20= 7.2 Hz, CHa-21), 0.79 (3H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CH3- 18).

RMN 13C

5. 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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(25R)-espirost-4-en-3-ona (143).

o
$

Al Clorocromato de Piridino (1.7 g, 4.0 mmol) fue agregada una mezcla de CaCO3
(4.0 g, 4.0 mmol) pulverizado y diosgenina (2.0 g, 4.8 mmol) en CHCl, (50 mL) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agit6 por 1.5 h. Una vez
transcurrido el tiempo, se extrajo con éter dietilico (50 mL), se filtr6 por una
columna de florisil y se concentro a presion reducida. Una vez seca, se disolvio en
CH2Cl2 (20 mL) y se agregaron cantidades cataliticas de TsOH dejandolo en
agitacion a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormete se hicieron
lavados con agua destilada, se secO con sulfato de sodio (Na:SOas) y se
concentré en el rotavapor. La mezcla de reaccion fue purificada en una columna
cromatogréfica con gel de silice (sistema 9:1 hexano/AcOEt). Se obtuvo 1.8 g (90
%) de un sélido blanco con p. f. = 185-187 °C (lit>> 186-188 °C) correspondiente al
compuesto 143. HRMS: m/z 413.2775 [M+1]* (calculado para Cz7H4103,
413.3056).

1H RMN

5 H: 5.73 (1H, s, H-4), 4.41 (1H, ddd, Jis.15a =J16.15¢ =J16.17= 7.2 Hz, H-16), 3.48
(1H, ddd, Jgem=11.2, Joge-250= 4.4 Jose-24e= 2.0 Hz, H-26€), 3.37 ( 1H, dd, Jz6.26 = J26a-
250= 10.8 Hz, H-26a), 1.20 ( 3H, s, H-19), 0.97 (3H, d, J21.20=7.2 Hz, CHs-21), 0.82
(3H, s, H-18), 0.79 (3H, d, Jo7-25= 6.4 Hz, CH3-27).
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13C RMN

513C: 35.6 (C-1), 33.9 (C-2), 199.6 (C-3), 123.8 (C-4), 171.2 (C-5), 32.8 (C-6),
32.1 (C-7), 35.2 (C-8), 53.7 (C-9), 38.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.6 (C-12), 40.3 (C-
13), 55.6 (C-14), 31.7 (C-15), 80.6 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 17.4 (C-19),
41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.2 (C-22), 31.3 (C-23), 28.8 (C-24), 30.2 (C-25), 66.8
(C-26), 17.1 (C-27).

Acido (25 R)-5-0x0-3,5- seco-4-nor-espirostan-3-oico (144).

o
S

OH ¢

A una solucion de la 4-en-3-ona 143 (500 mg, 1.2 mmol) en tert-butanol (10 mL)
fue agregada una solucién de Na.COs (375 mg, 3.5 mmol) en agua (1.5 mL). La
mezcla se llevo a reflujo y se le agregd gradualmente (20 min) una solucién de
NalO4 (2.11 g, 9.8 mmol) y KMnOg4 (67 mg, 0.4 mmol) en agua caliente (7.5 mL, 70
°C). La reaccion se mantuvo a reflujo a una temperatura de 70 °C por 3 h. Al
transcurrir este tiempo, la mezcla de reaccion se enfrié a 30 °C y después de 15
minutos los sélidos fueron removidos por filtracion. Los solidos fueron lavados con
agua y la combinacion de filtrados se concentré a presion reducida para remover
todo el tert-butanol. Los residuos acuosos fueron enfriados y acidificados (pH=2)
con una solucién concentrada de HCI. El crudo de reaccion se extrajo con CH2Cly,
se lavo con agua destilada, se seco con NaxSOs y se evaporo a presion reducida.
La mezcla de reaccion fue purificada en una columna cromatografica con gel de
silice (sistema 5:5 hexano/AcOEt). Se obtuvo 470 mg (89 %) de un sélido blanco
con p. f. = 212-213 °C (lit*856:57 210-213 °C) correspondiente al compuesto seco
ceto acido 144. HRMS: m/z 433.2794 [M+1]* (calculado para C26H410s5, 433.2954).
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IR
(cm-1): 2938, 2900, 2852, 1719, 1708, 1647, 1456, 1375, 1248, 1206, 1177, 1075,
1051, 979, 971, 920, 894, 725.

1H RMN
0. 4.42 (1H, ddd, Jie-15a =J16-15¢ =J16-17= 7.6 Hz, H-16), 3.49 (1H, ddd, Jgem=11.2,
Jnge2sa= 4.4 Jose2ae= 2 Hz, H-26€), 3.37 (1H, dd, Jgem= Josazsa=11.2 Hz, H-26a),
2.57 (1H, ddd, Jgem=Jea-7a = 14, Jsa-7e= 5.6 Hz, H-6a), 1.14 (3H, s, CHs-19), 0.98
(3H, d, J21-20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.84 (3H, s, CH3-18), 0.79 (3H, d, J7-25= 6.0 Hz,
CHs-27).

13C RMN

&: 29.1 (C-1), 28.9 (C-2), 179.2 (COOH-3), 214.7 (C-5), 37.9 (C-6), 31.4 (C-7), 34.4
(C-8), 47.8 (C-9), 50.3 (C-10), 21.2 (C-11), 39.3 (C-12), 40.5 (C-13), 55.5 (C-14),
31.7 (C-15), 80.4 (C-16), 61.8 (C-17), 16.3 (C-18), 20.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.4
(C-21), 109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-
27).
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(25R)-4-aza-5-spirosten-3-ona (145).

o
$

Método A . Una mezcla del seco ceto acido 144 (400 mg, 0.92 mmol) y sulfato de
amonio (405 mg, 3.1 mmol) en &cido acético glacial (15 mL) fueron agitados y
calentados a reflujo por 4 h. Transcurrido este tiempo, el crudo se extrajo con
CH2Cl>, se lavo con agua destilada, se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtro
y evaporé a sequedad en el rotavapor. La mezcla de reaccion fue purificada en
una columna cromatografica con gel de silice (sistema 5:5 hexano/AcOEt). Se
obtuvo 190 mg (49 %) de una laca blanca correspondiente al azaesteroide 145.
[a]p = - 131.24° (c = 0.0029, CHCls), HRMS: m/z 414.2458 [M+1]* (calculado para
C26H40N103, 414.3008).

Método B . Una mezcla del seco ceto acido 144 (470 mg, 1.1 mmol) y acetato de
amonio (476 mg, 6.2 mmol) en &acido acético glacial (18 mL) fueron agitados y
calentados a reflujo por 4 h. Transcurrido este tiempo, el crudo se extrajo con
CH2Cl>, se lavo con agua destilada, se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtro
y evapor6 a sequedad en el rotavapor. La mezcla de reaccion fue purificada en
una columna cromatografica con gel de silice (sistema 5:5 hexano/AcOEt). Se
obtuvo 357 mg (79 %) de un solido blanco con p. f. = 167-169 °C correspondiente
al azaesteroide 145.

Método C. Una mezcla del seco ceto acido 144 (50 mg, 0.12 mmol), acetato de
amonio (33.6 mg, 0.44 mmol) y &cido acético glacial (2 mL) provistos con agitacion
magnética fueron irradiados en un horno de microondas focalizado Monowave 300

Anton Par a una temperatura de 180 °C y una presion de 6.4 bares por 3 minutos.

104



PARTE EXPERIMENTAL

Al término de la reaccion, el crudo fue enfriado y vertido en agua destilada. La fase
organica fue extraia con CHCl,, lavado con agua, secado con Na>SO4 anhidro,
filtrado y evaporado a sequedad en el rotavapor obteniéndose 45 mg (94 %) de un

sélido blanco correspondiente al azaesteroide 145.

IR
(cm): 3195, 2930, 1692, 1452, 1377, 1241, 1053, 981, 899, 732.

'H RMN

d: 8.22 (1H, sa, N-H), 4.88 (1H, dd, Je-7a= 4.8, Je-7e= 2.4 Hz, H-6), 4.42 (1H, ddd,
Ji6-15a =J16-15¢ =J16-17= 7.6 Hz, H-16), 3.47 (1H, ddd, Jgem=11.2, Joge-25a= 4.4, Joee-
24e= 1.6 Hz, H-26e), 3.37 (1H, dd, Jgem= J26a-25a=11.2 Hz, H-26a), 2.47 (2H, m, H-2),
1.11 (3H, s, CHs-19), 0.98 (3H, d, J21-20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27.25=6.4
Hz, CHs-27), 0.81 (3H, s, CHs- 18).

13C RMN

& 31.4 (C-1), 28.3 (C-2), 169.7 (C-3), 139.9 (C-5), 103.2 (C-6), 29.8 (C-7), 31.1 (C-
8), 47.8 (C-9), 34.2 (C-10), 20.7 (C-11), 39.4 (C-12), 40.3 (C-13), 56.2 (C-14), 31.7
(C-15), 80.6 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 18.7 (C-19), 41.5 (C-20), 14.5 (C-21),
109.2 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).
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Acetato de diosgenina (146).

AcO

Una solucion de diosgenina 2 (5 g, 12 mmol) en 50 mL de anhidrido acético y
DMAP (100 mg, 0.815 mmol) se calentd a reflujo por 1 h. Transcurrido este
tiempo, se le adiciono agua fria (50 mL) para que la fase organica precipitara. Los
soélidos fueron filtrados y lavados con una solucidén saturada de bicarbonato de
sodio para neutralizar el acido. El producto fue secado en una mufla a 80 °C. Se
obtuvieron 4.7 g (85 %) de un sélido blanco con p. f. = 194-196 °C (lit>* 195-196
°C) correspondiente al acetato de diosgenina 146. [a]p= - 122° (c = 1.0, CHCI3)
(lit>4-118°).

RMN H

& 1H: 5.37 (1H, d, J= 5.2 Hz, H-6), 4.59 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, ddd, Jis152= Jis.
15e= J16.17=7.6, Hz, H-16), 3.47 (1H, ddd, Jgem=11.2, Josc.25a= 4.8 Jose24e= 2.0 Hz,
H-26e), 3.37 (1H, dd, Jzea25a= Jz6a-26e= 10.8 Hz, H-26a), 2.03 (3H, s, CH3COO-3),
1.04 (3H, s, CHs-19), 0.97 (3H, d, J21-20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, s, CHz-18),
0.78 (3H, d, Jo7.25= 6.4 Hz, CH3-27).

RMN 13C

513C: 37.0 (C-1), 27.7 (C-2), 73.8 (C-3), 38.1 (C-4), 139.6 (C-5), 122.3 (C-6), 32.0
(C-7), 31.4 (C-8), 49.9 (C-9), 36.7 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13),
56.4 (C-14), 31.8 (C-15), 80.8 (C-16), 62.1 (C-17), 16.2 (C-18), 19.3 (C-19), 41.6
(C-20), 14.5 (C-21), 109.2 (C-22), 31.4 (C-23), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-
26), 17.1 (C-27), 170.4 (CH3COO-3), 21.4 (CH3COO-3).
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(25R)-3B-acetoxi-5-spirosten-7-ona (147).

AcO

Método A . A una solucion de acetato de diosgenina 146 (1 g, 2.2 mmol) en 10 mL
de &cido acético fue agregado lentamente a una solucién de tribxido de cromo
CrO3 (1.36 g, 13.6 mmol) disuelto en 7 mL de acido acético y 1.2 mL de H-0O,
manteniendo la reaccidn en agitacion a una temperatura entre 0-5 °C durante 3 h.
Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se extrajo con CH2Clz> y
se paso por una columna con florisil para retirar el oxidante. La solucién fue lavada
con agua destilada, neutralizada con bicarbonato de sodio, separada, secada con
sulfato de sodio anhidro y evaporada a sequedad en el rotavapor. La purificaciéon
se llevo a cabo en una columna cromatografica con gel de silice (sistema 9:1
hexano/AcOEt). Se obtuvo 280 mg (27 %) de un sdlido blanco con p. f.= 193-195
°C correspondiente al producto 147, el resto fue materia prima sin reaccionar. [a]p
= - 123.05° (c = 0.0063, CHCl3), HRMS: m/z 471.3323 [M+1]* (calculado para
Ca3H4302, 471.3263).

Método B . Preparacion del reactivo de Collins. Se disolvi6 CrOs (9.5 g, 0.095
mmol ) en 40 mL de CH2Cl2 y se introdujo a un bafio a 0 °C . Posteriormente se
agregd lentamente 15 mL de piridina durante 10 minutos y después de este

tiempo, se dejé en agitacion a temperatura ambiente por 20 minutos.

Al reactivo de Collins se agreg6 una solucion de acetato de diosgenina 146 (1.5 g,

3.3 mmol) disuelto en 15 mL de CH2Cl: llevando la reaccién en agitacion a
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temperatura ambiente por 12 h. El crudo de reaccion se extrajo con CH2Cl> y se
paso por una columna con SiO> para retirar el oxidante. La solucion fue lavada con
agua destilada y neutralizada con una solucion de HCI al 15 % en agitacion por 30
minutos. El crudo de reaccion fue separado, secado con sulfato de sodio anhidro y
evaporado a sequedad en el rotavapor. La purificacién se llevé a cabo en una
columna cromatografica con gel de silice (sistema 9:1 hexano/AcOEt). Se obtuvo
732 mg (71 %) de un sdlido blanco con p. f.= 193-195 °C correspondiente al
producto 147.

IR
(cm1): 2949, 1733, 1671, 1455, 1375, 1239, 1176, 1036, 981, 899, 731.

1H RMN

0: 5.71 (1H, sa, H-6), 4.71 (1H, m, H-3), 4.48 (1H, ddd, Jis-15a =J16-15¢ =J16-17= 6.4
Hz, H-16), 3.47 (1H, ddd, Jgem=11.2, J2¢e-25a= 4.4 J2ee-24¢= 1.6 Hz, H-26€), 3.39 (1H,
dd, Jgem= Jasa2sa=11.2 Hz, H-26a), 2.88 (1H, m, H-15€), 2.56 (1H, ddd, Jgem=14,
Jiesa= 7.2 Jieze= 2 Hz, H-4e), 2.49 (1H, dd, Jgem=11.2, Jsas=1.6 Hz, H-4a),
2.41(1H, m, H-8), 2.05 (3H, s, CHsCOO-3), 1.23 (3H, s, CH3-19), 0.98 (3H, d, Jas.
20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27-25= 6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CH3-18).

13C RMN

& 35.9 (C-1), 27.3 (C-2), 72.1 (C-3), 170.3 (CH3COO-3), 21.2 (CHsCOO-3), 37.7
(C-4), 164.0 (C-5), 126.4 (C-6), 201.4 (C-7), 44.8 (C-8), 49.6 (C-9), 38.4 (C-10),
20.8 (C-11), 38.6 (C-12), 40.9 (C-13), 49.4 (C-14), 33.6 (C-15), 80.9 (C-16), 61.0
(C-17), 16.4 (C-18), 17.2 (C-19), 41.5 (C-20), 14.6 (C-21), 109.2 (C-22), 31.4 (C-
23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.7 (C-26), 17.1 (C-27).
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Acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6- secoespirostan-6-0ico (148)

o
$

AcO

A una solucion de acetato de diosgenina 146 (1 g, 2.2 mmol) en 10 mL de acido
aceético fue agregado lentamente a una solucién de trioxido de cromo CrOs (1.36 g,
13.6 mmol) disuelto en 7 mL de acido acético y 1.2 mL de H.O, manteniendo la
reaccion en agitacion a una temperatura entre 0-5 °C durante 3 h. Una vez
transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se extrajo con CH2Cl, y se pasé
por una columna con florisil para retirar el oxidante. La solucion fue lavada con
agua destilada, neutralizada con bicarbonato de sodio, separada, secada con
sulfato de sodio anhidro y evaporada a sequedad en el rotavapor. La purificacion
se llevd a cabo en una columna cromatogréafica con gel de silice (sistema 7:3
hexano/AcOEt). Se obtuvo 630 mg (61 %) de una laca blanca correspondiente al
producto 148. [a]p = - 45.96° (c = 0.0048, CHCI3).

IR
(cm1): 2953, 1703, 1376, 1241, 1054, 980, 906, 726, 647.

1H RMN

0: 5.39 (1H, sa, H-3), 4.41 (1H, ddd, Ji6-15a =J16-15¢ =J16-17= 7.6 Hz, H-16), 3.46 (1H,
m, H-26€), 3.35 (1H, dd, Jgem= Jo6a254=10.8 Hz, H-26a), 3.16 (1H, dd, Jgem=14.8
Hz, Jue.3=4.8 Hz , H-4e), 2.47 (1H, d, Jgem=14.4 Hz, H-4a), 2.02 (3H, s, CHsCOO-
3), 1.07 (3H, s, CHs-19), 0.97 (3H, d, Jar.20= 6.8 Hz, CHs-21), 0.82 (3H, s, CHa-18),
0.78 (3H, d, J27-25= 6.4 Hz, CH3-27).
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13C RMN

& 34.4 (C-1), 25.1 (C-2), 73.4 (C-3), 170.3 (CHsCOO-3), 43.1 (C-4), 216.1 (C-5),
177.2 (COOH-6), 34.5 (C-7), 41.9 (C-8), 35.0 (C-9), 52.4 (C-10), 22.8 (C-11), 39.8
(C-12), 40.6 (C-13), 54.7 (C-14), 32.0 (C-15), 80.3 (C-16), 61.7 (C-17), 16.1 (C-18),
17.7 (C-19), 41.7 (C-20), 14.4 (C-21), 109.3 (C-22), 31.2 (C-23), 28.6 (C-24), 30.1
(C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).

Acido (25 R)-5-0x0-5,7- seco-6-nor-3-espirosten-7-oico (149).

o
S

A una solucion de la 5-en-7-ona 147 (500 mg, 1.1 mmol) en tert-butanol (10 mL)
fue agregada una solucién de Na.COsz (375 mg, 3.5 mmol) en agua (1.5 mL). La
mezcla se llevé a reflujo y se le agregd lentamente una solucion de NalOs (2.11 g,
9.8 mmol) y KMnO4 (67 mg, 0.4 mmol) en agua caliente (7.5 mL, 45 °C). La
reaccion se mantuvo a reflujo a una temperatura de 45 °C por 3 h. Al transcurrir
este tiempo, la mezcla de reaccion se enfrié a 30 °C y después de 15 minutos los
soélidos fueron removidos por filtracion. Los sélidos fueron lavados con agua y la
combinacion de filtrados se concentré a presion reducida para remover todo en
tert-butanol. Los residuos acuosos fueron enfriados y acidificados (pH=2) con una
solucion concentrada de HCI. El crudo de reaccion se extrajo con CH2Cl,, se lavo
con agua destilada, se secd con Na>SO4 y se evaporo a presion reducida. La
mezcla de reaccion fue purificada en una columna cromatografica con gel de silice
(sistema 5:5 hexano/AcOEt). Se obtuvo 396 mg (86 %) de una laca blanca
correspondiente al compuesto seco ceto acido 149. [a]p = - 19.40° (c = 0.0038,
CHCI3), HRMS: m/z 431.3429 [M+1]* (calculado para C2sH390s5, 431.2797).
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IR
(cm1): 2952, 2872, 1728, 1704, 1674, 1455, 1384, 1290, 1241, 1174, 1097, 1052,
1010, 980, 949, 918, 899, 865, 796, 731, 646.

1H RMN

& 6.82 (1H, m, H-3), 5.93 (1H, d, J= 10 Hz, H-4), 4.48 (1H, ddd, Ji6.152 =J16-15¢ =J16.
17= 7.6 Hz, H-16), 3.46 (1H, m, H-26€), 3.34 (1H, dd, Jgem= Josazsa=11.2 Hz, H-
26a), 2.51(1H, dd, Ja.o= Js.14= 11.2 Hz, H-8), 1.11 (3H, s, CH3-19), 0.96 (3H, d, Jzu.
20= 7.2 Hz, CHa-21), 0.78 (3H, d, J27.25= 6.0 Hz, CH3-27), 0.78 (3H, s, CH3-18).

13C RMN

5. 32.7 (C-1), 22.7 (C-2), 147.4 (C-3), 128.9 (C-4), 205.3 (C-5), 178.8 (C-7), 43.5
(C-8), 40.4 (C-9), 47.6 (C-10), 22.3 (C-11), 39.0 (C-12), 39.9 (C-13), 52.5 (C-14),
32.5 (C-15), 79.9 (C-16), 61.6 (C-17), 15.7 (C-18), 18.4 (C-19), 41.8 (C-20), 14.4
(C-21), 109.2 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-
27).
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Acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-norespirostan-6-0ico (150).

o
S

N
&

AcO

A una solucion de la 5-en-7-ona 147 (1 g, 2.1 mmol) en tert-butanol (60 mL) fue
agregada una solucion de K>CO3 (0.625 g, 2.9 mmol) en agua (17.5 mL), KMnOa
(87.5 mg, 0.56 mmol) en agua (2.5 mL) y KIO4 (0.875 g, 3.8 mmol). La mezcla fue
agitada 30 minutos a temperatura ambiente y transcurrido este tiempo se agrego
una solucion de KlO4 (3.5 g, 15.2 mmol) en agua (44 mL) y cristales de KMnOa. La
reaccion se dejé en agitacion por 14 h a temperatura ambiente. Al transcurrir este
tiempo, la mezcla de reaccidn se extrajo con agua y fue parcialmente evaporada.
Los residuos acuosos fueron enfriados y acidificados con H2SO4 (1 mL). El crudo
de reaccion se extrajo con CH2Clz, se lavdé con agua destilada, se secO con
Na>SO4 y se evaporoé a presion reducida. La mezcla de reaccion fue purificada en
una columna cromatografica con gel de silice (sistema 7:3 hexano/AcOEt). Se
obtuvo 646 mg (62 %) de una laca blanca correspondiente al compuesto seco ceto
acido 150. [a]p = - 19.01° (c = 1.0, CHCI3), HRMS: m/z 491.2828 [M+1]* (calculado
para CzsH4607, 491.3009).

IR
(cm-): 2956, 2254, 1727, 1709, 1455, 1376, 1243, 1177, 1100, 1052, 980, 904,
723, 648.

IH RMN
0. 9.43 (1H, sa, OH-7), 5.38 (1H, sa, H-3), 4.44 (1H, ddd, Ji6-15a =J16-15¢ =J16-17= 7.6
Hz, H-16), 3.51 (1H, m, H-26e), 3.40 (1H, dd, Jgem= J26a-25a=11.2 Hz, H-26a), 3.25
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(1H, dd, Jgem=16 Hz, Jse.3=4.4 Hz, H-4e), 2.58 (1H, dd, Jso= Js.14=11.2 Hz, H-8),
2.46 (1H, d, Jgem=15.6 Hz, H-4a), 2.35 (1H, m, H-9), 2.07 (3H, s, CHsCOO-3), 1.12
(3H, s, CH3-19), 1.02 (3H, d, Ja1-20= 6.4 Hz, CHa-21), 0.84 (3H, d, Jo7-25= 6.4Hz,
CH3-27), 0.84 (3H, s, CH3-18).

13C RMN

& 32.1 (C-1), 31.9 (C-2), 72.4 (C-3), 170.2 (CHsCOO-3), 21.0 (CHsCOO-3), 42.7
(C-4), 213.0 (C-5), 177.9 (COOH-7), 43.9 (C-8), 40.1 (C-9), 51.3 (C-10), 24.5 (C-
11), 20.9 (C-12), 39.8 (C-13), 52.4 (C-14), 38.9 (C-15), 79.8 (C-16), 61.3 (C-17),
15.6 (C-18), 17.8 (C-19), 41.6 (C-20), 14.2 (C-21), 109.1 (C-22), 31.0 (C-23), 28.4
(C-24), 29.9 (C-25), 66.6 (C-26), 16.9 (C-27).

Acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-eno (151).

AcO

A una solucién de la 5-en-7-ona 147 (500 mg, 1.1 mmol) en 20 mL de EtOH y
AcONa (0.131g, 1.6 mmol) fue agregado NH>OH.HCI (0.11 g, 1.6 mmol). La
reaccion se mantuvo a reflujo por 2 h 'y, una vez transcurrido ese tiempo se separo
la fase organica realizando de 2 a 3 lavados con agua destilada, se secO con
Na>SO4 anhidro, se concentré y se purificé en columna de cromatografia con gel
de silice utilizando sistema 7:3 (hexano/AcOEt). Se obtuvo 470 mg (91 %) de una
sélido blanco con p.f.= 207-209 °C correspondiente a la oxima 151. [a]p = - 80.50°
(c = 0.0014, CHCI3), HRMS: m/z 486.2845 [M+1]* (calculado para C29H44N10Os,
486.3219).
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IR
(cm1): 3345, 2950, 1731, 1455, 1375, 1240, 1176, 1034, 979, 907, 864, 727, 646.

1H RMN

5: 8.46 (1H, s, NOH), 6.59 (1H, sa, H-6), 4.68 (1H, m, H-3), 4.61 (1H, ddd, Jis-1sa
=Ji6-15e =J16-17= 7.6 Hz, H-16), 3.50 (1H, m, H-26e), 3.45 (1H, dd, Jgem= Jo6a-
25a=11.2 Hz, H-26a), 2.85 (1H, m, H-15€), 2.54 (1H, m, H-4e), 2.45 (1H, m, H-4a),
2.42 (1H, m, H-8), 2.04 (3H, s, CH3COO-3), 1.14 (3H, s, CH3-19), 1.01 (3H, d, J21-
20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.80 (3H, d, J27-25= 5.6 Hz, CH3-27), 0.80 (3H, s, CHs-18).

13C RMN

& 36.2 (C-1), 27.4 (C-2), 72.9 (C-3), 170.3 (CH3COO-3), 21.3 (CHsCOO-3), 38.0
(C-4), 151.4 (C-5), 113.6 (C-6), 156.5 (C-7), 37.1 (C-8), 49.3 (C-9), 38.4 (C-10),
20.4 (C-11), 38.5 (C-12), 40.6 (C-13), 49.8 (C-14), 34.5 (C-15), 80.8 (C-16), 60.5
(C-17), 17.0 (C-18), 17.9 (C-19), 41.5 (C-20), 14.6 (C-21), 109.5 (C-22), 31.3 (C-
23), 28.6 (C-24), 30.2 (C-25), 66.7 (C-26), 17.0 (C-27).

(25R)-3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-ona (152).

AcO

A una solucion de la oxima 151 (360 mg, 0.74 mmol) en THF (10 mL) enfriado a
0°C fue agregado SOCI2 (1.5 mL) en THF (3 mL). La reaccion se mantuvo en
agitacion a 0 °C por 4 h. Después de este tiempo, la mezcla de reaccion se vertio
en agua con hielo y se extrajo con CH2Cl2. Se hicieron de 7 a 8 lavados con
salmuera, se separo la fase organica, se seco con Na>SO4 anhidro, se concentrd y
se purific6 en columna cromatografica con gel de silice utilizando sistema 1:9
(hexano/AcOEt). Se obtuvo 187 mg (52 %) de una solido blanco con p.f.= 213-215
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°C correspondiente a la enamida 152. [a]p = - 122.28° (c = 0.0043, CHCI3), HRMS:
m/z 486.2650 [M+1]* (calculado para C29H4aN10s, 486.3219).

IR

(cm-1): 3193, 2952, 2872, 2241, 1732, 1660, 1617, 1452, 1369, 1236, 1178, 1157,
1124, 1098, 1050, 1034, 1008, 980, 948, 898, 872, 813, 787, 729, 685, 646,
617, 587, 560.

1H RMN

5. 5.84 (1H, s, H-6), 5.72 (1H, sa, NH-7), 4.69 (1H, m, H-3), 4.43 (1H, ddd, Jis1sa
=J16.150 =J16.17= 7.2 Hz, H-16), 3.47 (1H, m, H-26e), 3.42 (1H, m, H-8), 3.37 (1H,
dd, Jgem= Jasazsa=11.2 Hz, H-26a), 2.60 (1H, dd, Jgem= Jaas=11.6 Hz, H-4a), 2.46
(1H, m, H-4e), 2.23 (1H, m, H-15€), 2.04 (3H, s, CHsCOO-3), 1.29 (3H, s, CH3-19),
0.98 (3H, d, Ja1.20= 6.0 Hz, CHs-21), 0.79 (3H, d, J27.25= 6.0 Hz, CH3-27), 0.78 (3H,
s, CH3-18).

13C RMN

5. 26.9 (C-1), 35.4 (C-2), 72.5 (C-3), 170.2 (CHsCOO-3), 21.2 (CH3COO-3), 41.7
(C-4), 155.8 (C-5), 122.4 (C-6), 167.4 (C-7), 50.5 (C-8), 49.1 (C-9), 44.1 (C-10),
22.9 (C-11), 38.5 (C-12), 39.5 (C-13), 55.0 (C-14), 32.4 (C-15), 79.6 (C-16), 61.7
(C-17), 15.7 (C-18), 19.2 (C-19), 41.7 (C-20), 14.4 (C-21), 109.3 (C-22), 31.3 (C-
23), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 66.9 (C-26), 17.1 (C-27).
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7. ANEXO 1. ESPECTROS DE PRODUCTOS PRINCIPALES OBTE NIDOS.

44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 14
fL(ppm) — —

Jel 4cido (25 R)-5-0%X0-3 % irestan-3-01C0 (144).

<>

Espectro 13C del acido (25 R)-5-0x0-3,5- seco-4-nor-espirostan-3-oico (144).
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Espectro DEPT del &cido (25 R)-5-0x0-3,5- seco-4-nor-espirostan-3-oico (144).

Espectro IR del &cido (25 R)-5-0x0-3,5- seco-4-nor-espirostan-3-oico (144).
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Espectro !H del (25R)-4-aza-5-spirosten-3-ona (145).
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Espectro 13C del (25R)-4-aza-5-spirosten-3-ona (145).
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160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro DEPT del (25 R)-4-aza-5-spirosten-3-ona (145).

Espectro IR del (25 R)-4-aza-5-spirosten-3-ona (145).
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Espectro H del (25R)-3B-acetoxi-5-spirosten-7-ona (147).
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Espectro 3C del (25R)-3B-acetoxi-5-spirosten-7-ona (147).
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Espectro DEPT del (25 R)-3p-acetoxi-5-spirosten-7-ona (147).

Espectro IR del (25 R)-3pB-acetoxi-5-spirosten-7-ona (147).
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Espectro 'H del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6- secoespirostan-6-oico (148)
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110
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Espectro 3C del &cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6- secoespirostan-6-0ico
(148)
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CH2 cRrbons |
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220 200 180 160 140 120 100 20 &0 40 20 PPM

Espectro DEPT del 4cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6- secoespirostan-6-0ico
(148).

Espectro IR del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,6- secoespirostan-6-oico (148).
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Espectro *H del acido (25 R)-5-0x0-5,7- seco-6-nor-3-espirosten-7-oico (149).

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 3C del acido (25 R)-5-0x0-5,7- seco-6-nor-3-espirosten-7-oico (149).
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Espectro DEPT del acido (25 R)-5-0x0-5,7-sec0-6-nor-3-espirosten-7-0ico
(149).

Espectro IR del acido (25 R)-5-0x0-5,7-seco0-6-nor-3-espirosten-7-oico (149).
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Espectro 'H del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-norespirostan-6-0ico
(150).

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 (

110
f1 (ppm)

Espectro 3C del &cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-norespirostan-6-
oico (150).
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CH2 cRrbons }
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Espectro DEPT del 4cido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-norespirostan-6-
oico (150).

Espectro IR del acido (25 R)-3B-acetoxi-5-0x0-5,7- seco-6-norespirostan-6-0ico
(150).
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Espectro H del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-eno (151).

170 160 150 140 130 120 110 100 70 60 50 40 30 20 10 0

90 80
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Espectro 13C del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-eno (151).
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Espectro DEPT del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-eno (151).

Espectro IR del acetato de (25 R, 7E)-hidroximinoespirost-5-eno (151).
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Espectro H del (25R)-3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-ona (152).
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Espectro 3C del (25R)-3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-ona (152).
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CH2 carbons

CH csrbons

QUALSTNATY Carbans

L L B L L L L R R B R RN RN RN R R R N

160 140 120 100 20 &0 40 20 PPM

Espectro DEPT del (25 R)-3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-ona (152).

Espectro IR del (25 R)-3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-ona (152).
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