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1. Introduccion.

1.1. Planteamiento del problema.

En la actualidad la tematica de las sapogeninas esteroidales concentra la atencion
y esfuerzo de numerosos cientificos dedicados al desarrollo de nuevos procesos
de sintesis, asi como al estudio de la actividad biolégica de nuevos integrantes

de esta familia.

Las sapogeninas esteroidales tienen interés farmacéutico debido a que se pueden
convertir en hormonas sexuales, anticonceptivos, agentes anabdlicos y drogas del
tipo de la cortisona, ademas de que muchas de ellas presentan actividades
biologicas, tales como la reduccidén de los niveles de glucosa en la sangre 6 la
inhibicion de la proliferacion de varios tipos de células tumorales malignas in

vitro. ™*

Las caracteristicas de la reactividad quimica de las sapogeninas esteroidales han
sido tratadas ampliamente. En el caso de la sintesis de farmacos a partir de estas
fuentes, un paso comun es la degradacién, eliminacién o modificaciéon de la
cadena lateral espirocetalica, es por ello que nos hemos enfocado a la sintesis de
sapogeninas esteroidales con la cadena modificada para probar si tienen actividad

antitumoral.

Por tal motivo, en el presente trabajo se propone la sintesis y caracterizacion de
nuevos derivados de sapogeninas esteroidales a partir de 23-oxosapogeninas y

23-oxosapogeninas reordenadas.

El estudio de estas reacciones de sapogeninas esteroidales permitira verificar si la

transformacion de la cadena lateral influye también en la actividad bioldgica.



1.2. Objetivo.

e Sintetizar y caracterizar nuevos derivados de sapogeninas esteroidales a

partir de 23-oxosapogeninas y 23-oxosapogeninas reordenadas.

1.3. Hipotesis.

Es posible sintetizar nuevos derivados de sapogeninas esteroidales que presenten
estructuras analogas a las de sapogeninas con actividad antitumoral a partir de

23-oxosapogeninas y 23-oxosapogeninas reordenadas.



2. Marco teérico.

2.1.Sapogeninas esteroidales, distribucion en la naturaleza.

Las sapogeninas esteroidales, son compuestos que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza; suelen estar presentes en representantes del género
vegetal marino y terrestre, en forma de glicésidos denominados saponinas, que
estan constituidas por una o varias unidades de diferentes sacaridos condensados
con la unidad esteroidal y que al ser sometidos a hidrdlisis producen la sapogenina

y los sacaridos en sus formas libres.

Las mas conocidas son las sapogeninas obtenidas de algunas especies de la
familia de las liliaceas (ananuca, violeta del campo, huill) y la diosgenina
(1), importante materia prima que se obtiene de diversas especies de Dioscorea.
Otras sapogeninas importantes desde el punto de vista industrial son las obtenidas
de Panax ginseng (el ginseng), con los que se elabora una amplia gama de

productos.

La dioscorea es uno de los géneros de plantas mas conocido, conociéndose de
600 a 800 especies.’ Los tubulos de didscorea han sido utilizados en muchas
partes de mundo como alimento y como medicina herbal. Estas raices son la
fuente de agentes empleados para tratar un gran numero de padecimientos tales
como inflamaciones, dolores de articulaciones, diabetes e infecciones. Los
compuestos farmacolégicamente activos de la especie Dioscorea incluyen a la
diosgenina (1), la cual es una sapogenina esteroidal, y la dioscina (2), una

saponina de la diosgenina (1) con azucares unidos a su estructura.



Figura 1. Raices y tubulos caracteristicos del género Dioscorea tokoro.

La diosgenina (1) (Figura 2), una de las sapogeninas esteroidales mas importantes
fue aislada por primera vez de un extracto de Dioscorea tokoro. Posterioremente,
Tsukamoto, et al.®® propusieron una estructura para este compuesto que contenia

un doble enlace 5,6 y un grupo hidroxilo en la posicién del C-3 presentando una

configuracion B al igual que el colesterol.

HO

Figura 2. Estructura de la diosgenina.

2.2. Caracteristicas estructurales.

Las sapogeninas esteroidales, segun el tipo de esqueleto carbonado, pueden ser
clasificadas como espirostanos, furostanos y furoespirostanos. Las de tipo

espirostanico, que son las mas comunes, constan de un esqueleto de tipo



ciclopentanoperhidrofenantreno unido a una cadena lateral constituida por dos
anillos oxigenados unidos a través de un puente cetalico que involucra las
posiciones C-16, C-22 y C-26. Esta agrupacion conforma el sistema espirocetalico,
caracteristica distintiva del nucleo basico espirostano y es responsable de un

grupo de reacciones especificas y caracteristicas de este tipo de compuestos.

El término espirostano tiene su origen en la disposicion espacial que ocupa el
anillo F de tipo tetrahidropiranico con respecto al E de tipo tetrahidrofuranico.
Estos dos anillos estan dispuestos en planos perpendiculares debido a la
hibridacién sps de C-22.

El grupo de sapogeninas esteroidales espirsotanicas pueden ser dividido a la vez

en compuestos Sa-espirostanicos y 54-espirostanicos.

5a-espirostanos: En estos compuestos, la fusidén entre el anillo A y el anillo B es
trans y el hidrégeno de C-5 tiene una orientacion «, los compuestos de este tipo se

clasifican como el grupo de la serie 5a.

5p-espirostanos: La fusion cis de los anillos A y B genera esta serie en la cual el
atomo de hidrégeno en la posicion C-5 adquiere la orientacion . Estos

compuestos se conocen como el grupo de la serie 54.

Ademas, dependiendo de la orientacion axial 6 ecuatorial del metilo-27, los
espirostanos también se han agrupado en series 25R o 25S, respectivamente.
(Figura 3).



1.1 R! = o-H; 5a-espirostano 25R1.1 R'=R3=H, R?=Me
1.2 R'=p-H; 5p-espirostano 25811 R'=R?=H,R3®=Me
1.3 A%©); AS-espirostano

Figura 3. Esqueleto basico de sapogeninas esteroidales espirostanicas.

La union de los anillos A y B puede ser cis (5p) 6 trans (5a) 6 puede involucrar la
insaturacién en C-5. Un grupo hidroxilo esta casi siempre presente en la posicidon
C-3, y grupos hidroxilo 6 cetdnicos pueden estar presentes en las posiciones 1, 2,
4,5,6,11,12 06 15.

Diferentes combinaciones de isomeros son posibles dependiendo de los centros
quirales C-20, C-22 y C-25, pero la mayoria de las sapogeninas nativas tienen una

configuracion 20S,22R.

La quimica de las espirostanos ha sido estudiada exhaustivamente en el ultimo
siglo debido al descubrimiento de las cefalostatinas y algunos compuestos

citotdxicos relacionados.

2.3. La cadena lateral espirostanica.

La formulacion espirocetalica | de la parte terminal de la cadena lateral de las
sapogeninas esteroidales fue establecida por Marker® después de una serie de
investigaciones inicialmente dirigidas a la transformacién de acido sarsapogenoico
(1) (Figura 4).
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Este acido, el cual corresponde al acido tigogenoico de Tschesche'® habia sido
obtenido por Fieser y Jacobsen'! por una oxidacién controlada con acido crémico
del acetato de sarsasapogenina. Después se encontré que en presencia de una
base, este compuesto podia sufrir una condensacion para generar un compuesto

anhidro (Ill) caracterizado como un acido y,5-insaturado.

HO,C
HiC,, 2 HyC,, P
z co CHs ‘ 7 COM
CHs o CHs
- NaOH _ oH,
(I) Genina () Acido genoico (1) Acido anhidrogenoico

Figura 4. Esquema sintético de Marker para verificar la estructura de la cadena
espirocetalica.

Los espiroacetales se encuentran presentes como subunidades estructurales de
metabolitos importantes como feromonas y fitoestrogenos, por ello han recibido

una atencion sintética considerable. %1213

La mayor parte de los productos naturales poseen sistemas espirocetalicos con

las estructuras A, B 6 C (Figura 5).

10 9 6 o
9 11 8 10 1 (1)
8 6 © 2 . 51O 7 S 2
0 (@) 2 O
7 5 3 6 4 6 4 3
; 3
1,7-Dioxaspiro[5,5]undecano 1,6-Dioxaspiro[4,5]decano 1,7-Dioxaspiro[4,4]nonanc
A B C

Figura 5. Sistemas espirocetalicos mas comunes.

A mediados del siglo pasado se estudid ampliamente la reactividad de los
sistemas espirocetalicos de las sapogeninas.9 Como consecuencia de lo anterior,
algunos miembros de esta familia sirvieron como materias primas para la

preparacion de esteroides con actividad biolégica y mas recientemente han sido
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utilizados en la sintesis de analogos espirostanicos y furostanicos de

1.'* Todos los

brasinoesteroides con modificaciones en la cadena latera
procedimientos sintéticos empleados para estos fines involucran la degradacién 6

modificacion de la cadena lateral espirostanica.

Las series 25R y 25S de las sapogeninas esteroidales se caracterizan por la
presencia de una estructura espirocetalica debida a la cetalizacién de la funcién
22-ceto que involucra los grupos hidroxilo en las posiciones 163y 26 (Figura 6).
Este fragmento estructural le confiere una reactividad especial a las sapogeninas

esteroidales

25R, R;= H, R,= CH,
25S, Ry= CH3, R,=H

Figura 6. La cadena lateral espirostanica.

Una estructura espirocetalica similar también se ha encontrado en algunas
saponinas triterpenoides, por ejemplo: acetina (3)'°, aislada por primera vez de la
raiz de Cimicifuga simplex la cual muestra una potente actividad
inmunosupresora. En estos compuestos, la unidad espiranica esta unida al C-23

en el anillo D.

RO Acteina (R = p-D-xilosa)

Figura 7. Estructura de la acetina (3).

12



La espectroscopia de 'H y 3C ha sido empleada para elucidar la estructura de las
diversas sapogeninas esteroidales, lo anterior ha permitido realizar el analisis de

cambios configuracionales en C-5y C-25.

2.4. Primeras reacciones en sapogeninas esteroidales.

Las sapogeninas esteroidales han sido objeto de muchos estudios como

precursores para la sintesis de hormonas sexuales y cortisona.

Marker realizé estudios de plantas del género Dioscorea en los bosques del norte
y centroamérica en busca de sapogeninas esteroidales que pudieran
transformarse quimicamente en hormonas sexuales. Encontré rizomas de
dioscoreas en las selvas tropicales del sureste mexicano de donde aisld la
diosgenina. Con esta sustancia como materia prima, prepar6 progesterona (9), la
hormona de la gestacion, e inicio en México la industria esteroidal asociado con
los doctores Emeric Somlo y Frederick Lehmann en los laboratorios Syntex, S.A.
Sus descubrimientos fueron innovadores para la industria de los esteroides, con
sus aportaciones comenzaron la elaboracion masiva de hormonas a bajos costos
con reducciones notables de precios y multiples programas de investigacion que

dieron como resultado las hormonas corticales y la “pildora” anticonceptiva.

Los quimicos de esteroides se refieren a los anos 30’s con el nombre de la década
de las hormonas sexuales porque en este periodo se determinaron las estructuras
de las hormonas masculinas y femeninas, y ademas fueron introducidas por

primera vez como farmacos en la practica médica.

La progesterona (9) acapardé mucho la atencion debido a su uso en el tratamiento
de desordenes menstruales; sin embargo, su alto costo restringia su uso. El costo
de la progesterona y de otros importantes esteroides disminuyé drasticamente en
la década de los 40’s con la creacién de la industria mexicana de esteroides

Syntex.
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Marker, propuso una estructura para la cadena lateral de la sarsasapogenina (4),16

una sapogenina esteroidal aislado de la planta de la sarsaparilla. En la estructura
de Marker, la cadena lateral era quimicamente reactiva debido a los dos atomos

de oxigeno unidos al mismo atomo de carbono.

9.16-23 sobre la transformacion de

Los estudios llevados a cabo por Marker y otros
la cadena espirocetdlica de sapogeninas generaron principalmente
pseudosapogeninas,'’?*?8 |o que indicaba que existia una gran selectividad en la
ruptura del anillo F.

OAc

258

AcO

4 5

Figura 8. Sintesis del diacetato de pseudosarsasapogenina (5).

Utilizando esta reactividad como ventaja, Marker disefid una secuencia de
reacciones quimicas que permitian eliminar la mayoria de los atomos de la cadena
lateral. La parte que permanecia era idéntica a la cadena lateral de la
progesterona (los quimicos llamaron a esta serie de reacciones degradacion de
Marker). Subsecuentes modificaciones quimicas en el nucleo esteroidal
permitieron obtener la progesterona.?*°

Debido al alto costo de la sarsasapogenina (4), Marker comenzé a buscar una
sapogenina esteroidal con una estructura similar a la de la progesterona y la
encontrd en la diosgenina (1). La disponibilidad de la diosgenina (1) y el hecho de
que contenia un doble enlace 5,6 en su nucleo sugeria que era un compuesto

ideal para aplicar las reacciones que habian sido aplicadas a la sarsasapogenina y

14



a otras sapogeninas esteroidales, para eliminar la cadena lateral y producir los

derivados de las series de androstano y pregnano (Figura 9).

HsC
OAc
CH, ©
6
1 Diosgenina
l CrO3/AcOH
CHz (0}
Chy = CHy 0O
\ CHj OAc
O
P CH o/ CH
NaOH 3 s
-
en alcohol
HO
8 AcO 7
1) Hy/Pd
2) CrO5
CHgz (0]
=
CHj

CH,

9 Progesterona

Figura 9. Esquema de degradacion de la cadena lateral de Marker para la diosgenina (1).

Marker renuncié a su posicién universitaria en Estados Unidos y se traslado a
Meéxico, con lo que el pais se convirti6 en centro mundial para la produccion,

investigacion y patentes de hormonas esteroidales en la década de los 60’s.>’

La diosgenina (1) continua siendo una materia prima de gran utilidad para la
produccion de hormonas sintéticas, incluyendo la cortisona, noretindrona (el

primer anticonceptivo oral), progesterona (9) y pregnenolona.>*%
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2.5. Reactividad de las sapogeninas esteroidales espirostanicas.

Recientemente se han descrito nuevas transformaciones en este fragmento
estructural; se ha descubierto que algunas de estas reacciones producen una
transposicion de la cadena lateral hacia la lactona C-22—-16 (lactona
bisnorcolanica).>**" Estos ultimos compuestos han llamado la atencion de los
cientificos debido a su importante actividad bioldgica.®® Algunos reportes
muestran que tales compuestos pueden obtenerse con bajos rendimientos
mediante el tratamiento de la sapogenina correspondiente con CrOs;, HNOs o

como un subproducto de la reaccion con NaNO, y BF3-Et,0 en &cido acético. %42

Una de las alternativas sintéticas para la obtencién de dichas lactonas es la
reaccion de Baeyer-Villiger de acetatos de 23-oxosapogeninas. El tratamiento de
23-oxosapogeninas (10) con AMCPB produce la mezcla de las lactonas
bisnorcolanicas 22—16 (11) y los carbonatos de pregnan-16,20-diol (12) (Figura
10) después de largos tiempos de reaccion (4 semanas para las 25R-

oxosapogeninas y 9 semanas para las 25S-sapogeninas).*?

a 30,58, Ry= CHg, Ry= H, (25R) a 30,58
b 38,58, R= H, Ry= CHj, (255) b 3p,58

Figura 10. Reaccion de Bayer-Villiger de 23-oxosapogeninas.

La transformacion de espirocetales en 1,6-dioxadecalina o en 2’2-tetrahidrofuranos
unidos es un ejemplo de transformacion quimica que puede tener utilidad

sintética:
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Figura 11. Rearreglo reductivo de espiroacetales.

La busqueda de nuevas reacciones de la cadena lateral espirostanica ha
convertido a esta familia en la fuente principal de nuevos compuestos, que pueden
presentar tanto interés biolégico como sintético. En particular, Suéarez vy

445 reportaron que el tratamiento de 23-oxosapogeninas con TiCly

colaboradores
produce el reordenamiento de la cadena lateral espirocetalica de las sapogeninas
esteroidales en un nuevo esqueleto generando una unidad 164,23:23,26-diepoxi-
22-ona (Figura 12). Un rearreglo similar, pero con un menor rendimiento, fue
observado por Morzycki y colaboradores cuando las 23-oxosapogeninas eran

tratadas con en BF3-EtO, en THF.4¢

Figura 12. Reordenamiento de 23-oxosapogeninas.

Los reactivos de yodo hipervalente también han recibido considerable atencién.
Cuando la (25R)-3a-acetoxi-5f-espirostan-23-ona (Acetato de 23-oxo-3-epi-
esmilagenina 10a)*" fue tratada con KOH/MeOH vy diacetoxiyodobenceno (DIB), se
obtuvo el nuevo heterocompuesto (25S,23R,25R)-23-metoxicarbonil-22,26-epoxi-

24-nor-5p-furostan-3 a-ol (13) con buenos rendimientos (Figura 13).
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AcO'

13

i) KOH/MeOH a reflujo. ii) CgHgl=0, a temperatura ambiente.

Figura 13. Obtencion de (25S,23R,25R)-23-metoxicarbonil-22,26-epoxi-24-nor-5g-furostan-3 a-
ol. (13)

Se conoce que el diacetoxiyodobenceno (DIB) produce una amplia variedad de
transformaciones dependiendo del sustrato y las condiciones de reaccion. En
particular, recientemente se ha reportado la introduccion en un solo paso de un
grupo acetoxilo axial en la posicion C-23 de la cadena lateral de una sapogenina
esteroidal mediante el tratamiento de tales compuestos con DIB y BF3-Et,O en

acido acético.*®

DIB/BF4Et,0
B —
ACOHR.T.40 min.  AcO"

14

Figura 14. Introduccién de un grupo acetoxilo axial en la posicién C-23 en un solo paso.

Recientemente se reporto*® que el tratamiento del acetato de epiesmilagenina
(16a) con DIB y BF3-Et,O en acido formico a temperatura ambiente producia la
conversion total de la materia prima en una mezcla del compuestos: el compuesto
con un grupo formiloxilo ecuatorial en la posicion 23(17), la 16p3,23:23,26-diepoxi-
22-ona(18) vy la lactona bisnorcolanica (19). La misma reacciéon con acetato de

sarsasapogenina (16b) produjo resultados similares.
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AcO

DIB/ BF3Et,0
16 HCOOH R.T 40 min.

AcO
AcO

a 3a, Ry= H, Ry= CH; (25R)
b 3B, Ry= CH,, R,=H (25S) 0

AcO 19
H

Figura 15. Curso inesperado de la reaccion de sapogeninas esteroidales con DIB y BF;-Et,0
en acido férmico.

%051 han demostrado la alta reactividad del atomo de

Otros reportes recientes
oxigeno del tetrahidropirano en 20 que favorece la ruptura del anillo E
practicamente bajo las mismas condiciones de reaccién, lo cual provee acceso a
nuevas cadenas laterales esteroidales que contienen cetonas «,f-insaturadas S-
alcoxi sustituidas (21 y 22), las cuales son susceptibles a una variedad de

reacciones (Figura 16).

AcO

20 21 22

Figura 16. Cetonas a,B-insaturadas p-alcoxi sustituidas (21 y 22).

19



Caracterizacion de una sapogenina esteroidal.

Las técnicas espectroscopicas usuales, tales como el infrarrojo, el ultravioleta,
resonancia magnética nuclear, dispersion éptica rotatoria y la espectrometria de
masas han sido extensivamente utilizadas con especial atencién en el sistema

espirocetalico de las sapogeninas.

La caracterizacién de una sapogenina no es una tarea sencilla, en este sentido, el
analisis espectroscopico por RMN de *C provee un método no destructivo para la

caracterizacion de la misma.

Una recopilacion sistematica de los desplazamientos quimicos de '>C de alrededor
de 400 derivados esteroidales ha sido publicada por Blunt y Stothers® pero solo

incluye ocho sapogeninas esteroidales.

Para la elucidacién de la estructura de un nuevo compuesto por estudios de RMN
de C es siempre deseable comparar los datos observados con los datos
reportados para compuestos relacionados o similares. En 1975, Djerassi y
Eggert®® reportaron las caracteristicas de RMN de la cadena lateral espirostanica.
Sin embargo, dado que los datos de desplazamientos quimicos de 3C RMN eran
aun escasos en la literatura y no habia recopilacion sistematica, Agrawal et al.*'
decidieron tabular los desplazamientos quimicos de '>C RMN de las sapogeninas
y saponinas esteroidales publicados hasta 1983 y presentar algunos datos que
podrian ser utilizados para determinar estructuras de éstos y otras categorias de

productos naturales.

Estudios posteriores reportaban todas las asignaciones de *C-RMN vy las sefales
mas importantes de "H-RMN de 25R-5a-espirostanos oxigenados en la posicion
23 y los correspondientes compuestos sin sustituyentes en C-23*" y de 25S-

espirostanos con funciones oxigenadas ¢ funciones poco comunes como
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sustituyentes en C-23,% asi como los principales cambios observados en los

desplazamientos quimicos derivados de estas sustituciones.

2.6. Sapogeninas esteroidales con actividad antitumoral.

Estudios recientes sugieren que en cantidades bajas, algunas sapogeninas
esteroidales pueden disminuir los niveles de colesterol en la sangre, reducir los
niveles de azucar en sangre y disminuir las inflamaciones, ademas de ofrecer la

posible proteccidén en contra de bacterias y ciertos tipos de cancer.”™

Los esteroides de plantas han sido descritos ampliamente debido a sus
propiedades farmacoldgicas, incluyendo hipocolesterolémicas®®, antidiabéticas®® y
su actividad antioxidante.®”*® Se le ha dado particular atencién a su potencial para

la prevencion del cancer, especialmente como inductores de apoptosis.®®®"

Estudios in vitro han mostrado que algunas sapogeninas esteroidales poseen
actividad citotoxica y antiproliferativa en lineas celulares derivada de tumores,
como el melanoma humano (IGR-1), el fibrosarcoma murino (WEHI-164), las
leucemias murina (P-388) y de monolitos murinos (J-774)."%* Otros estudios
demostraron que algunas sapogeninas esteroidales inhiben el crecimiento de
células de osteosarcoma humano (linea celular 1547), al disminuir el ciclo celular
en la fase G1 e inducir apoptosis principalmente por incrementar la expresion de la
oncoproteina p53, supresora de tumores. Este efecto es similar en lineas celulares

de cancer como el laringocarcinoma (Hep-2) y el melanoma (M4Beu).?
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1 Diosgenina 23 Tigogenina

24 Hecogenina 25 Porrigenina A
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26 2,3-secoporrigenina B 27 Porrigenina C

Figura 17. Principales sapogeninas esteroidales con actividad antitumoral.

El crecimiento de células derivadas de cancer pancreatico humano también se ve
4

afectado por la presencia de sapogeninas esteroidales en el medio de cultivo.
Recientemente, Raju, demostrd que el empleo de sapogeninas esteroidales en la
dieta, en modelos murinos, reduce o retarda la aparicibn de lesiones

preneoplasicas de cancer de cdlon.®%%
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Por otra parte, en sinoviocitos derivados de artritis reumatoide humana, las
sapogeninas esteroidales causan inhibiciéon del crecimiento celular e inducen
apoptosis. Estos hallazgos sugieren una potencial actividad anti-inflamatoria de las

sapogeninas esteroidales.®*
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3. Material y métodos.

3.1 Reactivos

1. Esmilagenona (C27H4203).

Dioxano. Mallinckrodt.

Hexano (CeH14). Reproquifin.

Acetato de etilo (C3H602). Reproquifin.
Diclorometano (CH,Cl,). Reproquifin.
Metanol (CH3OH). Reproquifin.

Etanol (CoHsOH). Reproquifin

9. Benceno (CgHeg). Reproquifin.

10.Acetona (C3HsO). Reproquifin.

11.Acido acético glacial (CH3;COOQOH). Baker.
12.Acido clorhidrico (HCI). Baker.

13.Acido perclérico (HCIO4). Mallinckrodt.
14.Piridina (CsHsN). Baker.

15. Anhidrido acético ((CH3CO)2). Baker.
16.4-Dimetilaminopiridina (C7HoN2). Fluka.
17.Tetracloruro de titanio (TiCly). Sigma-Aldrich.
18.Nitrito de sodio. (NaNO,). Baker.
19.Borhidruro de sodio (NaBH,4). Quimica Barsa.
20. Trifluoruro de boro eterato (BF3-EtO;). Fluka.
21.Hidréxido de potasio (KOH). Baker.

© N O g A~ w D

22.Sulfato de sodio anhidro. (Na,SO4). Reproquifin.

23.Cloruro de sodio (NaCl).

24 .Bicarbonato de sodio (NaHCOs3).
25.Carbonato de sodio (NaxCO3).

26.Alumina con actividad Brockmann Ill. Merck.

27.Silica gel Kiesegel 60. Macherey-Nagel.

Acetato de epiesmilagenina (acetato de (25R)-5p-espirostan-3a-0l) (C29H4604).
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28.Placa cromatografica Alugram SIL G/UV254. Macherey-Nagel.

29.Vainillina. Quimica JVC.

3.2 Equipo

Balanza analitica. Sartorius.
Columnas para cromatografia.
Canastilla de calentamiento. Eseve.
Parrilla de agitacion. IKA RH-KT/C.
Barras de agitacion magnética.
Aparato Fisher-Johns. Melt-Temp II.
Rotavapor. Buchi.

Matraz bola de 25 mL.

9. Matraz bola de 50 mL.

10.Matraz bola de 100 mL.

11.Matraz bola de 250 mL.

12.Matraz bola de 500 mL.

13.Probeta graduada de 5 mL.
14.Probeta de 5 mL.

15.Probeta de 25 mL.

16.Probeta de 50 mL.

17.Probeta de 100 mL.

18.Pipeta graduada 1 mL.

© N o g bk~ 0N =

19.Pipeta graduada 5 mL.
20.Propieta.
21.Pipeta Pasteur.

22.Embudos Biichner de diverso diametro.

23.Matraz Kitasato 250 mL.
24.Matraz Kitasato 1000 mL.
25.Matraz Erlenmeyer 50 mL
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26.Matraz Erlenmeyer 250 mL.
27.Embudo de filtracion rapida.
28.Camara de elucion.
29.Soporte universal.

30.Pinzas para soporte.

3.3 Técnicas experimentales

Las reacciones fueron seguidas haciendo uso de cromatografia de capa fina en
laminas de ALUGRAM® SIL G/UV254 de MACHEREY-NAGEL, las cuales fueron
rociadas con una solucién al 30% de vainillina en HCIO, y calentadas hasta
aparicion de color. Los espectros de RMN fueron obtenidos en un espectrometro
Varian Unity INOVA 300 MHz usando como referencia al TMS para 'H y el CDCl3
para "°C. Los espectros de masas fueron obtenidos en el espectrometro Jeol SX-

102-A. Los puntos de fusion fueron medidos en el equipo Melt-Temp II.
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4. Resultados

Sintesis de (25R)-3a-acetoxi-5p-espirostan-23-ona (10a):

o

NaNO, / BF3.Et,0 / AcOH

>

Al,O4

AcO' AcO'

A una solucion de acetato de (25R)-5B-espirostan-3a-ol (16a) (6 g) en acido
acético glacial (160 mL) se le adicionaron 3.5 mL de BF3;EtO, y de manera
seguida durante 15 minutos se adicionaron 1.80 g de NaNO,, pasados los 15
minutos se adicionaron 3.4 mL BF3-EtO,. Concluida la reaccién (que se siguidé por
CCF) la mezcla se vertié sobre una mezcla de agua/hielo, se filtré a vacio y se
lavé con abundante agua. El sélido se disolvié en CH,Cl,, se secd con NaSO4
anhidro. El disolvente se evaporo y el solido obtenido se disolvié en una cantidad
minima de benceno/hexano 1:1 y se hizo pasar por una columna de alumina
Brockmann con actividad Ill utilizando como eluyente una mezcla de
hexano/AcOEt 8:1 para poder hidrolizar el compuesto nitroimino formado durante
la reaccion. Se purific6 mediante cromatografia en columna de silica utilizando

como eluyente una mezcla de hexano/AcOEt 4:1.

Rendimiento 79%. Punto de fusién 155-157 'C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.70 (tt J 4.7 Hz, 1H, H-3); 4.59 (m, 1H, H-16); 3.77
(dd, J 11.2 Hz, 11.2 Hz, 1H, H-26 ax); 3.57 (dd, 1H, J 4.2 Hz, 11.2 Hz, H-26 eq);
2.86 (q, d 7.0 Hz, 1H, H-20); 2.27 (m, 1H, H-25); 2.01 (s, 3H, CH3; acetato); 0.93 (s,
3H, CH3-19); 0.92 (d, J 6.4 Hz, 3H, CH3-27); 0.93 (d, J 6.6 Hz, 3H, CH3-21); 0.74
(s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 35.0; C-2 26.5; C-3 74.2; C-4 32.2; C-5 41.6; C-6
26.9; C-7 26.6; C-8 35.4; C-9 40.5; C-10 34.7; C-11 20.5; C-12 39.9; C-13 41.1; C-
14 56.4; C-15 31.7; C-16 83.4; C-17 61.8; C-18 16.1; C-19 23.3; C-20 34.7; C-21
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14.3; C-22 109.8; C-23 201.8; C-24 45.2; C-25 35.8; C-26 65.6; C-27 17.0; CH;
acetato 21.4; C=0 acetato 170.5.

Espectrometria de masas (70 eV) 472 M*, 444 (M*-C=0), 389, 329, 315, 255,
147, 93, 56, 43.

Sintesis de (25R)-3a-hidroxi-5p-espirostan-23-ona (28):

MeOH
_—

10a KOH, 40°C

AcO'

A una solucion de (25R)-3a-acetoxi-53-espirostan-23-ona (10a), (200 mg) en
MeOH absoluto seco (10 mL) se le agregaron 150 mg de KOH, y se agité en un
bafo de agua a 40 °C hasta desaparicion de la materia prima (50 minutos). Al
producto se le agregé agua y se extrajo con AcOEt (4x10 mL); se lavo con
solucion saturada de NaCl (2x10 mL) y se lavo con sol. saturada de NaCl (para
eliminar el MeOH) (3x10 mL). Los extractos se secaron con Na;SO4 anhidro vy
posteriormente se evapord el disolvente. El producto obtenido se purificd
mediante cromatografia en columna de silica utilizando como eluyente una mezcla
de hexano/AcOEt 4:1.

Rendimiento 75%. Punto de fusion 182—-184 C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.60 (m, 1H, H-16); 3.79 (dd, 1H, H-26 ax); 3.59 (dd,
1H, H-26 eq)); 2.87 (g, 1H, H-20); 2.29 (m, 1H, H-25); 0.93 (s, 3H, CH3-19); 0.93
(3H, CH3-21); 0.76 (s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 35.3; C-2 30.5; C-3 71.7; C-4 36.4; C-5 41.9; C-6
27.0; C-7 26.6; C-8 35.4; C-9 40.5; C-10 34.7; C-11 20.5; C-12 40.0; C-13 41.1; C-
14 56.5; C-15 31.7; C-16 83.4; C-17 61.8; C-18 16.1; C-19 23.3; C-20 34.7; C-21
14.3; C-22 109.8; C-23 201.9; C-24 45.3; C-25 35.8; C-26 65.6; C-27 17.0.
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Espectrometria de masas (70 eV) 431 HM", 402 (M*-C=0), 329, 273, 255, 154,
97, 83, 69, 57.

Sintesis de diacetato de (23R,25R)-5B-espirostan-3a,23-diol (29):

DIB / BF4Et,0

— >

AcOH

AcO'
H H

AcO'"

A una solucion de acetato de (25R)-5B-espirostan-3a-ol (16a) (644 mg) en acido
acético glacial (20 mL) se le adicionaron 644 mg de DIB y 3.5 mL de BF3-EtO, y se
agitd hasta desaparicién de la materia prima (20 min). La mezcla de reaccion se
vertid en una solucion saturada de NaCl (50 mL) y se extrajé con CH,Cl, (2x30
mL). Los extractos combinados se lavaron con agua (5x15 mL), con disolucién de
Na,COs3 al 5% (hasta que no se observara el desprendimiento de CO;) y con
solucién saturada de NaCl (2x20 mL). Se sec6 con Na,SO4 anhidro. El disolvente
se evaporo y se obtuvo un compuesto aceitoso de color amarillo el cual fue
disuelto en una minima cantidad de metanol caliente, al enfriar se observo la
precipitacion de la 23-acetoxisapogenina solida la cual fue filtrada y lavada con
metanol frio. Tras evaporar las aguas madres y la purificacion por cromatografia
en columna (hexano/AcOEt 1/0-9/1) se obtuvo una cantidad adicional del

compuesto aceitoso, la cual fue cristalizada en metanol.

Rendimiento 67%. Punto de fusion 162-164 'C (de etanol). 162-164 C se
encuentra reportado®®.

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.82 (dd, 1H, J 2.6, 2.6 Hz, H-23); 4.70 (m, 1H, H-3);
4.46 (ddd, 1H, J 5.5, 7.8 Hz, J 7.9 Hz, H-16); 3.54 (m, 1H, H-26 equiv); 3.43 (dd,
1H, J 11.2, 11.2 Hz, H-26 ax); 2.09 (s, 3H, CH3 acetato); 2.01 (s, 3H, CHs
acetato); 1.03 (d, 3H, J 7.0 Hz CH3-21); 0.93 (s, 3H, CH3-19); 0.77 (d, 3H, J 6.7
Hz, CHs- 27); 0.74 (s, 3H, CH3-18).
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3C RMN (75.5 MHz, CDCl;): C-1 35.0; C-2 26.5*; C-3 74.3; C-4 32.2; C-5 26.8;
C-6 26.8; C-7 26.5%; C-8 35.5; C-9 40.5; C-10 34.7; C-11 20.4; C-12 39.7; C-13
41.0; C-14 56.4; C-15 31.8; C-16 81.5; C-17 64.0; C-18 16.1; C-19 23.3; C-20
40.3; C-21 16.1; C-22 107.0; C-23 72.1; C-24 33.6; C-25 24.7; C-26 66.4; C-27
16.6; CH3 acetato 21.2; C=0 acetato 170.6 y 170.3. (*Intercambiables)
Espectrometria de masas (70 eV) 517 HM®, 389 (M*-127), 329, 315, 255, 197,
147,107, 85, 43.

Sintesis de (23R,25R)-5B-espirostan-3a,23-diol (30):

MeOH / KOH
—_—
40 °C

AcO' HO'"

A una solucion de diacetato de (23R,25R)-53-espirostan-3a,23-diol (29), (200 mg)
en MeOH absoluto (10 mL) se le agregaron 150 mg de KOH, y se agité en un
bafio de agua a 40 °C hasta desaparicion de la materia prima (50 minutos). Al
producto se le agregé agua y se extrajo con AcOEt (4x10 mL); se lavo con
solucion saturada de NaCl (2x10 mL) y se lavd con sol. saturada de NaCl (para
eliminar el MeOH) (3x10 mL). Los extractos se secaron con Na;SO4 anhidro vy
posteriormente se evaporé el disolvente. El producto obtenido se purificd
mediante cromatografia en columna de silica utilizando como eluyente una mezcla
de hexano/AcOEt 4:1.

Rendimiento 64%. Punto de fusién 174-175 C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.84 (dd 1H, H-23); 4.46 (m, 1H, H-16); 3.42 (dd, 1H,
H-26 ax); 0.93 (s, 3H, CH3-19); 0.77 (s, 3H, CH3-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCl5):.C-1 34.9; C-2 26.6; C-3 71.8; C-4 41.5; C-5 26.8;
C-6 26.5; C-7 26.5; C-8 35.4; C-9 40.4; C-10 34.8; C-11 20.6; C-12 39.7; C-13
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40.9; C-14 56.5; C-15 31.9; C-16 81.5; C-17 61.8; C-18 16.1; C-19 23.3; C-20
35.9; C-21 14.1; C-22 109.7; C-23 67.0; C-24 40.1 67.4; C-25 68.1; C-26 65.4;
C-27 16.7.

Espectrometria de masas (70 eV) 433 HM+, 389, 329, 315, 255, 147, 93, 69, 57,
55.

Sintesis de 3-monoacetato de (23S,25R)-5B-espirostan-3a,23-diol (31):

H

o

AcO' AcO'

A una solucién de (25R)-3a-acetoxi-5B-espirostan-23-ona (10a) (0.5 mmol, 236
mg) en MeOH seco (15 mL) se le agregd lentamente y a temperatura ambiente,
NaBH4 (2 mmol, 77.2 mg) y se agitdé hasta desaparicion de materia prima (15
minutos). Al producto se le agregd agua, y se extrajo con AcOEt, después se lavd
con sol. saturada de NaCl (3x10 mL) (para eliminar el MeOH). Los extractos se
secaron con Na,SO4 anhidro y posteriormente se evaporo el disolvente. Se
purifico mediante cromatografia en columna de silica utilizando como eluyente una

mezcla de hexano/AcOEt 6:1.

Rendimiento 57% . Punto de fusién 171-173 'C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.72 (tt, 1H, H-3); 4.47 (m, 1H, H-16); 3.42 (dd, 1H,
H-26 eq); 3.26 (dd, 1H, H-26 ax); 2.54 (q, 1H, H-20); 2.03 (s, 3H, CH3 acetato);
0.94 (s, 3H, CH3-19); 0.94 (3H, H-21); 0.79 (s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 35.0; C-2 26.5; C-3 74.2; C-4 32.2; C-541.7; C-6
26.9; C-7 26.6; C-8 35.2; C-9 40.4; C-10 34.7; C-11 20.5; C-12 38.4; C-13 41.1;
C-14 56.2; C-15 31.7; C-16 81.6; C-17 61.6; C-18 16.5; C-19 23.3; C-20 35.5;
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C-21 14.0; C-22 110.5; C-23 67.0; C-24 40.2; C-25 30.7; C-26 65.9; C-27 16.6;
CHjs acetato 21.4; C=0 acetato 170.6.

Espectrometria de masas (70 eV) 474 M+, 389, 329, 315, 255, 154, 85, 69, 67,
55.

Sintesis de (23S,25R)-5p-espirostan-3a,23-diol (32):

MeOH
e

KOH, 40 °C

AcO'" HO'

A una solucién de 3-monoacetato de (23S,25R)-53-espirostan-3a,23-diol (31) (200
mg) en MeOH absoluto seco (10 mL) se le agregaron 150 mg de KOH, y se agito
en un bano de agua a 40 °C hasta desaparicién de la materia prima (50 minutos).
Al producto se le agregdé agua y se extrajo con AcOEt (4x10 mL); se lavd con
solucion saturada de NaCl (2x10 mL) y se lavo con sol. saturada de NaCl (para
eliminar el MeOH) (3x10 mL). Los extractos se secaron con Na;SO4 anhidro vy
posteriormente se evapord el disolvente. El producto obtenido se purificd
mediante cromatografia en columna de silica utilizando como eluyente una mezcla
de hexano/AcOEt 4:1.

Rendimiento 74%. Punto de fusion 189-191 'C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.50 (m, 1H, H-16); 3.62 (m, 1H, H-3); 3.41 (dd, 1H,
H-26 ax); 3.25 (dd, 1H, H-23 eq); 2.54 (q, 1H, H-20); 2.29 (m, 1H, H-25); 0.93 (s,
3H, CH3-19); 0.79 (s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 35.2; C-2 26.6; C-3 71.5; C-4 31.6; C-5 41.9; C-6
27.0; C-7 26.6; C-8 35.5; C-9 40.5; C-10 34.6; C-11 20.5; C-12 38.2; C-13 41.0;
C-14 56.2; C-15 30.7; C-16 81.6; C-17 61.6; C-18 16.4; C-19 23.3; C-20 36.1; C-21
14.0; C-22 110.5; C-23 66.9; C-24 40.2; C-25 68.1; C-26 65.8; C-27 16.5.
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Espectrometria de masas (70 eV) 433 HM+, 389, 329, 315, 255, 154, 95, 85, 69,
67, 57, 55.

Sintesis de (25R)-3a-acetoxi-16p,23:23,26-diepoxicoprostan-22-ona (33):

AcO'
H H

AcO'

A una solucion de (25R)-3a-acetoxi-5p-espirostan-23-ona (10a) (1 mmol) en
CH,Cl, seco (20 mL) se le agreg6 lentamente y a temperatura ambiente, TiCls (0.3
mL) y se agitd por 45 minutos a esta temperatura. La mezcla de reaccioén se vertid
en una solucién saturada de NaHCOj; y se extrajo con CH,Cl,. Los extractos
combinados se lavaron primeramente con una solucion de HCI al 10% (1x15 mL),
posteriormente se lavaron con Na,CO3 (2x15mL), se secaron con Na,SO4 anhidro
y se evaporo el disolvente. El producto obtenido se purificd por cromatografia en

columna de silica utilizando como eluyente una mezcla de hexano/AcOEt 4:1.

Rendimiento 95%. Punto de fusién 170-172 "C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.70 (m, 1H, H-3); 4.35 (dt, J 8.10 Hz, 8.09 Hz, 6.32
Hz 1H, H-16); 4.12 (dd, J 7.59 Hz, 7.59 Hz, 1H, H-26 ax); 3.52 (dd, 1H, J 8.95 Hz,
8.20 Hz, 1H, H-26 eq); 2.79 (qd, J 9.96 Hz, 6.45 Hz, 6.43 Hz, 6.43 Hz, 1H, H-20);
2.40 (m, 1H, H-25); 2.00 (s, 3H, CH3; acetato); 1.07 (d, J 6.43 Hz, 3H, H-21); 1.03
(d, J 6.68 Hz, 3H, H-27); 0.94 (s, 3H, CH3-19); 0.94 (s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 34.9; C-2 26.5; C-3 74.1; C-4 32.9; C-5 41.7; C-6
26.5; C-7 26.8; C-8 35.4; C-9 40.4; C-10 34.6; C-11 20.6; C-12 40.1; C-13 42.9; C-
14 53.1; C-15 32.1; C-16 72.9; C-17 57.6; C-18 14.7; C-19 23.3; C-20 39.9; C-21
12.9; C-22 213.1; C-23 107.9; C-24 43.8; C-25 33.3; C-26 75.2; C-27 16.4; CHjs
acetato 21.4; C=0 acetato 170.6.
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Espectrometria de masas (70 eV) 472 M", 413, 395, 344, 329, 327, 315, 311,
154, 136, 91, 73, 56.

Sintesis de (25R)-3a-~-hidroxi-16p3,23:23,26-diepoxicoprostan-22-ona (34):

KOH, 40 °C

AcO' HO'™

A una solucion de (25R)-3a-acetoxi-16f3,23:23,26-diepoxi-22-ona (33), (200 mg) en
MeOH absoluto seco (10 mL) se le agregaron 150 mg de KOH, y se agité en un
bafio de agua a 40 °C hasta desaparicion de la materia prima (50 minutos). Al
producto se le agregé agua y se extrajo con AcOEt (4x10 mL); se lavo con
solucién saturada de NaCl (2x10 mL) y se lavd con sol. saturada de NaCl (para
eliminar el MeOH) (3x10 mL). Los extractos se secaron con Na;SO4 anhidro vy
posteriormente se evapord el disolvente. El producto obtenido se purificd
mediante cromatografia en columna de silica utilizando como eluyente una mezcla
de hexano/AcOEt 4:1.

Rendimiento 74%. Punto de fusién 117-119 C (de acetato de etilo).

"H RMN (300 MHz, CDCl3): 4.37 (m, 1H, H-16); 4.13 (dd, 1H, H-26 ax); 3.63 (m,
1H, H-3)3.54 (1H, H-26 eq)); 2.80 (q, 1H, H-20); 2.40 (m, 1H, H-25); 0.95 (s, 3H,
CHa-19): 0.95 (3H, CH3-21); 0.76 (s, 3H, H-18).

3¢ RMN (75.5 MHz, CDCIs): C-1 35.3; C-2 30.4; C-3 71.7; C-4 36.4; C-5 41.9; C-6
27.0; C-7 26.6; C-8 35.4; C-9 40.5; C-10 34.6; C-11 20.6; C-12 40.1; C-13 42.9; C-
14 53.1; C-15 32.9; C-16 73.0; C-17 57.6; C-18 14.7; C-19 23.3; C-20 39.9; C-21
12.9; C-22 213.1; C-23 107.9; C-24 43.8; C-25 33.3; C-26 75.3; C-27 16.5.
Espectrometria de masas (70 eV): 430 M*, 402 (M*-C=0), 341, 281, 221, 147,
95, 83, 69, 57.
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Reduccién de (25R)- 3a-acetoxi-163,23:23,26-diepoxicoprostan-22-ona (33):

CH

A una solucion de (25R)-3a-acetoxi-16f3,23:23,26-diepoxicoprostan-22-ona (33)
(0.5 mmol, 236 mg) en MeOH seco (15 mL) se le agregdé lentamente y a
temperatura ambiente, NaBH,4 (2 mmol, 77.2 mg) y se agité hasta desaparicién de
materia prima (15 minutos). Al producto se le agregé agua, y se extrajo con
AcOEt, después se lavo con sol. saturada de NaCl (3x10 mL) (para eliminar el
MeOH). Los extractos se secaron con Na,SO, anhidro y posteriormente se
evaporo el disolvente. Se purific6 mediante cromatografia en columna de silica
utilizando como eluyente una mezcla de hexano/AcOEt 6:1, obteniéndose los

compuestos 35a y 35b

3-monoacetato de (25R)-16p,23:23,26-diepoxicoprostan-3a,22a-diol (35a).
Rendimiento 70%. Punto de fusién 136-138"C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCl3): 4.70 (m, 1H, H-3); 4.31 (dt, J 7.88 Hz, 7.84 Hz, 5.53
Hz 1H, H-16); 3.97 (dd, J 7.45 Hz, 7.45 Hz, 1H, H-26 ax); 3.55 (dd, 1H, J 10.22
Hz, 8.17 Hz, 1H, H-26 eq); 3.45(d, J 1.60 Hz, 1H, H-22) 2.22 (m, 1H, H-25); 2.02
(s, 3H, CH3 acetato); 1.13 (d, J 6.89 Hz, 3H, H-21); 1.02 (d, J 6.49 Hz, 3H, H-27);
0.93 (s, 3H, CH3-19); 0.75 (s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 35.0; C-2 26.6; C-3 74.1; C-4 32.2; C-5 41.8; C-6
26.9; C-7 26.5; C-8 35.3; C-9 40.6; C-10 34.7; C-11 20.6; C-12 40.4; C-13 41.4;
C-14 53.3; C-15 33.6; C-16 73.3; C-17 52.8; C-18 14.8; C-19 23.3; C-20 33.8;
C-21 15.4; C-22 76.3; C-23 108.3; C-24 45.1; C-25 29.4; C-26 74.3; C-27 18.0;
CHj; acetato 21.5; C=0 acetato 170.7.
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Espectrometria de masas (70 eV): 474 M, 457 (M*-OH), 315, 255, 154, 121, 97,
81, 57, 55.

3-monoacetato de (25R)-16p,23:23,26-diepoxicoprostan-3a,22p-diol (35b).
Rendimiento 23%. Punto de fusion 128-130C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCl3): 4.70 (m, 1H, H-3); 4.18 (dt, J 7.74 Hz, 7.62 Hz, 5.48
Hz 1H, H-16); 3.90 (dd, J 7.48 Hz, 7.48 Hz, 1H, H-26 ax); 3.41 (dd, 1H, J 10.25
Hz, 8.27 Hz, 1H, H-26 eq); 3.51(d, J 11.77 Hz, 1H, H-22) 2.16 (m, 1H, H-25); 2.01
(s, 3H, CH3; acetato); 1.03 (d, J 6.59 Hz, 3H, H-21); 1.01 (d, J 6.49 Hz, 3H, H-27);
0.93 (s, 3H, CH3-19); 0.80 (s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 35.0; C-2 26.6; C-3 74.3; C-4 32.2; C-5 41.8; C-6
26.9; C-7 26.4; C-8 35.3; C-9 40.5; C-10 34.6; C-11 20.5; C-12 40.3; C-13 41.9;
C-14 53.5; C-15 33.5; C-16 71.7; C-17 60.3; C-18 14.9; C-19 23.3; C-20 34.8; C-21
15.9; C-22 76.0; C-23 112.2; C-24 40.4; C-25 30.9; C-26 73.4; C-27 16.9; CH3
acetato 21.4; C=0 acetato 170.6.

Espectrometria de masas (70 eV): 475 HM", 315, 255, 107, 95, 81, 57, 55.

Sintesis de (25R)-16f,23:23,26-diepoxicoprostan-3a,22a-diol (36a):

///
’
’

KOH, 40 °C |
HO'
H H

AcO'

A una soluciéon de 3 monoacetato de (25R)-163,23:23,26-diepoxicoprostan-3a.-
22a-diol (35a), (200 mg) en MeOH absoluto seco (10 mL) se le agregaron 150 mg
de KOH, y se agité en un bafo de agua a 40 °C hasta desaparicion de la materia
prima (50 minutos). Al producto se le agregd agua y se extrajo con AcOEt (4x10
mL); se lavo con solucion saturada de NaCl (2x10 mL) y se lavo con sol. saturada
de NaCl (para eliminar el MeOH) (3x10 mL). Los extractos se secaron con Na,SO4

anhidro y posteriormente se evapord el disolvente. El producto obtenido se
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purific6 mediante cromatografia en columna de silica utilizando como eluyente una

mezcla de hexano/AcOEt 4:1.

Rendimiento 76%. Punto de fusién 184-186 C (de acetato de etilo).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.31 (m, 1H, H-16); 3.96 (dd, 1H, H-26 ax); 3.62 (m,
1H, H-3); 3.55 (dd, 1H, H-26 eq); 3.46 (d, 1H, H-22); 2.30 (m, 1H, H-25); 1.11 (d,
3H, H-21); 1.02 (d, 3H, H-27); 0.93 (s, 3H, CH3-19); 0.74 (s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 35.2; C-2 30.5; C-3 71.9; C-4 36.4; C-5 42.0; C-6
27.0; C-7 26.6; C-8 35.5; C-9 40.5; C-10 34.6; C-11 20.7; C-12 40.0; C-13 42.8;
C-14 53.1; C-15 32.9; C-16 72.9; C-17 57.6; C-18 14.6; C-19 23.3; C-20 33.8; C-21
15.4; C-22 76.4; C-23 108.4; C-24 45.1; C-25 29.4; C-26 74.3; C-27 18.0.
Espectrometria de masas (70 eV): 432 M*, 327, 257, 147, 109, 97, 83, 71, 57,
51.

Sintesis de (25R)-16f,23:23,26-diepoxicoprostan-3a,22p3-diol (36b):

///
’
’

AcO' a 35b KOH, 40 °C HO' a
H H

A una solucion de 3 monoacetato de (25R)-16p3,23:23,26-diepoxicoprostan-3a-
22pB-diol (35b), (200 mg) en MeOH absoluto seco (10 mL) se le agregaron 150 mg
de KOH, y se agité en un bafo de agua a 40 °C hasta desaparicion de la materia
prima (50 minutos). Al producto se le agregd agua y se extrajo con AcOEt (4x10
mL); se lavo con solucion saturada de NaCl (2x10 mL) y se lavo con sol. saturada
de NaCl (para eliminar el MeOH) (3x10 mL). Los extractos se secaron con Na,SO,4
anhidro y posteriormente se evapord el disolvente. El producto obtenido se
purificd mediante cromatografia en columna de silica utilizando como eluyente una

mezcla de hexano/AcOEt 4:1.

Rendimiento 23%. Punto de fusién 123-125 C (de acetato de etilo).
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'"H RMN (300 MHz, CDCls): 4.19 (m, 1H, H-16); 3.90 (dd, 1H, H-26 ax); 3.62 (m,
1H, H-3); 3.50 (d, 1H, H-22); 3.42 (dd, 1H, H-26 eq); 2.17 (m, 1H, H-25); 1.03 (d,
3H, H-21); 1.01 (d, 3H, H-27); 0.93 (s, 3H, CH3-19); 0.80 (s, 3H, H-18).

3C RMN (75.5 MHz, CDCls): C-1 35.4; C-2 30.6; C-3 72.0; C-4 36.5; C-5 41.8; C-6
27.0; C-7 26.6; C-8 35.5; C-9 40.5; C-10 34.6; C-11 20.7; C-12 40.0; C-13 42.8;
C-14 53.1; C-15 32.9; C-16 72.9; C-17 57.6; C-18 14.6; C-19 23.3; C-20 33.8; C-21
15.4; C-22 76.4; C-23 108.3; C-24 45.3; C-25 29.7; C-26 74.3; C-27 18.0.
Espectrometria de masas (70 eV): 432 M", 327, 257, 147, 95, 83, 69, 57, 55, 34.
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5. Discusion.

El primer esquema de sintesis realizado se presenta a continuacion:

MeOH / KOH
— >
40 °C

Ao 29 67% HO'"

DIB/ BF4E,0 | AcOH

AcO'"
H

NaNO, / BF3.Et,0 / AcOH
Al,O,

31 57%

AcO'"

MeOH / KOH, 40°C MeOH / KOH, 40 °C

O

HO'"

28 75% 32 74%

Esquema 1.
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Posteriormente se continué con otro esquema sintético, que involucraba las
siguientes reacciones:

AcO'"
TiCl, / CH,CI,
" MeOH '
—_—>
KOH, 40 °C
AcO'" HO''
NaBH, / MeOH
+
AcO' " 35a 70% AcO' " 35b 23%
MeOH / KOH, 40 °C MeOH / KOH, 40 °C
HO' o 36a 76% HO' " 36b 73%
Esquema 2.
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Una vez purificados cada uno de los compuestos sintetizados, se procedié a
realizar estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de
masas. Los espectros de RMN fueron obtenidos utilizando un espectrémetro
Varian INOVA de 300 MHz y usando tetrametilsilano (TMS), para los estudios de

'H 6 CDCl; para el caso de *C como sefiales de referencia.

También fueron determinados los rendimientos para cada paso de reaccion de los
esquemas de sintesis, asi como los puntos de fusién de cada uno de los

compuestos sintetizados.

Diversos reportes escritos hasta la fecha'*®®® han estudiado las caracteristicas
de RMN de sapogeninas esteroidales naturales y sintéticas. Gracias a ellos se ha
logrado reunir una gran cantidad de datos que han permitido analizar y discutir los
efectos de las modificaciones estructurales de este tipo de compuestos. Haciendo
uso de esta informacion fue posible identificar cada uno de los productos

obtenidos en este trabajo.

En contraste con la RMN-"2C, los espectros de 'H son mas complicados debido al
pequefio rango de desplazamientos quimicos y a la gran cantidad de
acomplamientos interproténicos existentes. Solo unas pocas sefiales, p.ej. los
singuletes de los grupos metilo angulares (18,19) y los dobletes para los grupos
metilo secundarios (21, 27), y sefiales que aparecen en campo bajo (3 ppm)

pueden ser reconocidas facilmente.

El resto de las sefiales en RMN-"H se localizan en la regién de 1 a 2 ppm como
series de multipletes traslapados. La asignacién completa de hidrogenos para un
esteroide de bajo grado de funcionalizacién es dificil porque mas de 20 protones

tienen desplazamientos quimicos en esta region.

El primer paso de reaccion llevado a cabo consistié en la introduccion de una
funcidén carbonilica en la posicion C-23 del acetato de 3-epiesmilagenina 16a.

Gracias a esta reaccion se logré sintetizar el acetato de 23-cetoepiesmilagenina
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10a. De esta reaccion se obtuvieron rendimientos similares a los ya descritos en la

literatura.®

El espectro de RMN-'H del acetato de 23-cetoepiesmilagenina (10a) mostrd el
desplazamiento a campo bajo de las sefnales de los hidrogenos H-26 ax. y H-26
eqg. Al mismo tiempo, la desproteccion de H-16 y H-20 ha sido sefialada como uno
de los principales efectos debido a la presencia del grupo carbonilo en C-23.3"%*
El desplazamiento a campo bajo del H-26 ha sido atribuido a la anisotropia

magnética de la funcién carbonilica.”>*

El espectro de RMN de C de 10a se caracteriz6 de manera sencilla, la
introduccién del carbonilo en la posicion del C-23 provocé la aparicion de una
sefnal caracteristica para este grupo quimico. Ademas, se pudo observar la
proteccion de C-20 (provocada por una compresiéon de van der Waals), la
desproteccion de C-24 (que se encuentra en posicion a con respecto a la funcion
carbonilica presente en C-23) y la desproteccion de C-25 debida la pérdida de la

interaccion con el H-23 axial.

El tratamiento del acetato de 3-epismilagenina (16a) con DIB y BF3;Et,O en AcOH
produjo la 23R-acetoxisapogenina correspondiente con rendimientos moderados
a buenos. Las sefiales de 'Hy °C de la 23R-acetoxisapogenina 29 concuerdan
con los datos previamente reportados.*® La orientacion axial del grupo acetoxilo y
por tanto la configuracion 23R pueden ser facilmente corroboradas por los
patrones de acoplamiento dd del H-23 ecuatorial en el cual dos constantes de
acoplamiento pequenas (J 2.6, 2.6 Hz) indican los acoplamientos ecuatorial-axial y
ecuatorial-ecuatorial de H-23 con los protones H-24 axial y ecuatorial.
Adicionalmente, el desplazamiento a campo alto de casi 5 ppm de C-25 (del valor
normal de 30.0 ppm in 25R-sapogeninas sin grupos funcionales en C-23) indica
una interaccion diaxial 1,3 entre el grupo acetoxilo en C-23 y H-25 que se

considera para la asignacion de la configuracién 23R.
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El producto de hidrélisis del acetato de 23-cetoepiesmilagenina (28), fue
caracterizado por comparacion con los espectros de 10a. En el caso del espectro
de RMN de "*C, se aprecia la desaparicion de las sefiales correspondientes a C=0
y CH; del acetato, la senal de C-3 se desplaza a campo alto y se aprecia la

desproteccion de C-1, C-2 y C-4, que son los carbonos vecinos a C-3.

La reacciéon de reduccion de 10a produjo el alcohol ecuatorial 31 . En el espectro
de 3C de este compuesto se observo la desaparicidon de la sefal correspondiente
al grupo carbonilo en C-23. La orientacion ecuatorial del grupo hidroxilo en C-23
del compuesto 31 puede corroborarse por la observacion del patron de

acoplamiento de H-23, el cual indica los acoplamientos axialy.23-ecuatorialy.os.

La hidrdlisis de los compuestos 29 y 31 produjo los compuestos libres del grupo
acetato en la posicién C-3, 30 y 32. En el caso de los productos de hidrdlisis de
29 y 31 se observa en los espectros de 3C la desaparicion de las sefiales que
pertenecian al grupo carbonilo y al metilo del acetato mientras que el resto de las

senales sufrieron cambios de despalzamiento minimos.
Efectos del reordenamiento.

El reordenamiento del acetato de 23-cetoepiesmilagenina 10a se llevé a cabo

mediante el método descrito por Suarez***°

para generar el acetato de la
163,23:23,26-diepoxicoprostan-22-ona correspondiente (producto de

reordenamiento 33).

Ademas de los efectos esperados en la posiciones C-22 (desproteccion) y C-23
(proteccion), la conversion de la 23-oxosapogenina 10a en la 16p3,23:23,26
diepoxi-22-ona 33 provoca cambios significativos en otras sefiales de *C de la
cadena lateral. La transformacion del anillo E en un anillo de seis miembros
genera una interaccion 1,3-diaxial entre el O-26 y H-16 la cual produce un fuerte
efecto de proteccion en C-16. Este reordenamiento también implica la

transformacion del anillo F en uno de cinco miembros lo que lleva a la pérdida de
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la interaccién 1,3-diaxial entre O-16 y H-26 pro R, lo que justifica la desproteccidn
de C-26. Ademas, la desproteccion observada de la sefial de C-20 corresponde

de manera clara al efecto de la funcién carbonilica vecinal.

Efectos de la reduccion (ver Tabla 1).

La reduccion del compuesto 33 produjo una mezcla de los compuestos epimeéricos
22-hidroxi 35a y 35b, que se separaron con facilidad utilizando la técnica de

cromatografia en columna.

Ademas del desplazamiento a campo alto esperado para C-22, la reduccion del
carbonilo en C-22 produce la proteccion de C-20, que esta asociada a la baja
electronegatividad de la funcion vecinal. La desproteccién de C-21 en los
alcoholes 35a y 35b puede ser atribuida a la ausencia del efecto protector de la
anisotropia magnética de la funcién carbonilica (esto lo podemos apreciar al
comparar las sefales de C-21 de los compuestos 10a y 33). Al mismo tiempo, un
efecto similar de desproteccién puede justificar el desplazamiento a campo bajo de
C-17 en 35b; en el compuesto 35a, la orientacién a-axial del grupo hidroxilo en
C-22 produce una compresidn electronica en H-17 lo que explica el
desplazamiento a campo alto de C-17. La proteccion de C-24 en el compuesto
35b puede ser atribuida a la compresion electronica ejercida sobre H-24 pro R por

el grupo hidroxilo  en C-22.

Tabla 1. Efectos de las diferentes transformaciones en RMN-">C de la cadena lateral (A,
ppm).

C# 33(22-C=0) 35a(220-OH)  35b (22-OH)

16 -10.5 +0.4 -1.2
17 -4.2 -4.8 +2.7
18 -1.4 +0.1 +0.2
20 +5.2 -6.1 -5.1
21 -1.4 +2.5 +3.0
22 +103.3 -136.8 -1371
23 -93.9 +0.4 +4.3
24 -1.4 +1.3 -3.4
25 -2.5 -3.9 -2.4
26 +9.6 -0.9 -1.8
27 -0.6 +1.6 +0.5
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La hidrdlisis de los compuestos 33, 35a y 35b produjo los productos 34, 36a y 36b
respectivamente. Al igual que en las reacciones de hidrélisis de las 23-
oxosapogeninas, los productos de reaccidn fueron facilmente identificados
mediante los estudios de RMN. En los espectros de 3c pudimos apreciar en los
tres casos la desaparicion de las sefial correspondientes al grupo carbonilo y al
metilo del acetato en la posicion C-3. El resto de las senales sufrieron

desplazamientos minimos

La identificacion de los protones diasterotépicos en C-26 de los compuestos 33,
35a y 35b no es sencilla debido a la orientacién pseudoecuatorial de ambos
protones. La realizacion de experimentos de correlacion NOE a los compuestos
33, 35a y 35b nos proporciond criterios apropiados para la diferenciacion del par

diasterotépico H-26. (Ver figuras 18 y 19).
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4.60
4.60
4.58
457
4.55
381
377
3.73
3.56
3.56
3.55
3.54
290
288
286
84
81

H-18 H-26 Pro R H-26 Pro S H-20 H-25
L | T T | T T TT ‘ T T 17T ‘ L | LB | L | LI | LI ‘ T T T T | TTTT | TTTT || 1 T T 17T ‘ L | L | T 1T
4.800 4.560 3.800 3.750 3.700 3.650 3.600 3.550 3.500 2.900 2.850 2.800 2,300 2250 2.200
PPM (1) ppm (t1) ppm (t1) PPmM (t1)

4.16
4.14
4.1
358
3.55
52
286
2383
282
81
80
79
78
2,76
248
248
245
243
243
M
240
238
237
236
235
233

H-16 H-26 Pro S H-26 Pro R H-20 H-25

L I R L L R IR IR I L I e e BB L B L B B Iy I B
4.400 4.350 4.300 4.250 4.200 4.150 3.600 3.550 3.500 2.80 2.70 2.60 2.50 2.40 2.30

2.90
ppm (t1) ppm (t1) Ppm (t1)

Figura 18. Senales selectas de 1H, correlaciones NOE y modelos de las cadenas laterales de
las (25R)-cetonas 10a y 33.
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H-16 H-26 Pro § H-26 Pro R H-22

4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.80 3.50
ppm (t1)

4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 3.50 3.40
ppm (t1)

Figura 19. Senales selectas de 'H, correlaciones NOE y modelos de las cadenas laterales de
los (25R)-alcoholes 35ay 35b.
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6. Resumen.

Las sapogeninas esteroidales constituyen una inagotable fuente de materias
primas para la sintesis de compuestos esteroidales con diferentes actividades

biologicas y farmacoldgicas.

El objetivo de este trabajo fue sintetizar nuevos derivados de sapogeninas

esteroidales a partir de 23-oxosapogeninas y 23-oxosapogeninas reordenadas.

Los resultados mostraron que es posible llevar a cabo reacciones donde pueden
incorporarse sustituyentes en la posicion C-23 de sapogeninas espirostanicas vy

que constituyen la clave para la transformacion de la cadena lateral.

El reordenamiento de la 23-oxosapogenina produjo la (25R)-
16p,23:23,26,diepoxi,22-ona correspondiente, que fue utilizada también como
materia prima para la obtencion de otra serie de derivados de sapogeninas

esteroidales.

Con el propésito de elucidar y proponer estructuras para los compuestos
obtenidos se realizaron estudios de RMN de 'H y "*C. El posterior andlisis de los
derivados sintetizados por la técnica de espectrometria de masas contribuyd a

corroborar las estructuras propuestas.

Los efectos del reordenamiento asi como de la reduccién de la 23-oxosapogenina

reordenada fueron analizados con ayuda de la técnicas de RMN de 'Hy '*C.

En los andlisis de RMN de 'H fue posible observar que los desplazamientos
quimicos de los protones de la cadena lateral dependen en gran medida de la
sustitucion, naturaleza y orientacidén de los sustituyentes presentes sobretodo, en

los anillos Ey F.
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En el caso de la RMN de '°C, las sefiales correspondientes a los atomos de
carbono pertenecientes a la cadena lateral muestran diferente grado de
dependencia de la sustitucidn y orientaciéon de los sustituyentes de dicha cadena.
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7. Conclusiones.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se han obtenido nuevos

derivados de 23-oxosapogeninas y 23-oxosapogeninas reordenadas

Nuestros resultados muestran que los cambios estructurales de la cadena lateral
espirostanica se observan en los experimentos de RMN-'H y de RMN-"3C. Los
espectros de RMN contribuyeron en gran medida a la elucidacion de las

estructuras de los compuestos sintetizados.

El estudio de reacciones de sapogeninas y sapogeninas reordenadas constituye
un campo extenso de investigacion. Con este trabajo se han sentado las bases
que permitiran a futuro, optimizar las reacciones efectuadas asi como proponer y
desarrollar esquemas de sintesis que lleven a la obtencion de nuevos productos

de interés quimico y bioldgico.

Como perspectiva de este trabajo queda realizar el estudio correspondiente de la
actividad biolégica de los derivados obtenidos para verificar posibles efectos

farmacolégicos.
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1. Introduction

Over nearly a century steroid sapogenins (SS) have attracted
considerable interest due their intrinsic biological activity
[2-8] or their suitability as starting materials for the synthesis
of biologically active compounds such as sex hormones [9],
ecdysteroids [10], and more recently, spirostanic [11-13] and

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56223704; fax: +52 55 56223722,

furostanic analogs [14-17] of brassinosteroids and cephalo-
statins [18].

Structurally, spirostanic SS are grouped into two classes,
the 25R- and 255-spirostanes, both characterized by the pres-
ence of the spircketal moiety that results from the ketalization
of a 22-keto function involving the hydroxyls groups at posi-
tions 16p and 26 (Fig. 1) [19].
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o
25R, Ry=H, R,;=CH;
25S, Ry=CH3, Ry=H

Fig. 1 - The spirostanic side chain.

This structural fragment confers a special reactivity on SS.
The search of new reactions of the spirostanic side chain has
converted this family into an important source of new com-
pounds [20-39] that can be of biological or synthetic interest.
In particular, Suarez and coworkers reported that treatment of
23-oxosapogenins with TiCly produces the rearrangement of
the 5/6 spiroketal characteristic of SS into a new skeleton bear-
ing a 16p,23:23,26-diepoxy-22-one moiety [21,22]. The same
rearrangement has been observed when 23-oxosapogenins
were treated with BFs -Et; O in THF [27] or formic acid (Fig. 2)
[28].

Although previous reports related with the synthesis and
reactivity of the 16p,23:23,26-diepoxy side chain have pro-
vided clear evidence on the identity of such compounds
[20,21,26-28], no detailed assignments of the 'H and *C chem-
ical shifts related to this moiety have been made. As a part of
our project on the synthesis of bioactive compounds derived
from SS we became interested on the full characterization of a
series of steroids that are used as starting materials in the syn-
thesis of new potentially bicactive steroids. Herein, we report
on the detailed assignment of the 'H and *C signals asso-
ciated with the rearranged 25R and 255-168B,23:23,26-diepoxy
side chains bearing different oxygenated groups at position
C-22.

2. Discussion

The rearrangement of (25R)-23-oxosapogenin 1a, camried out
as described by Suarez [20], afforded the corresponding (25R)-
16p,23:23,26-diepoxy-22-one 2a. Reduction of 2a with NaBH,
in methanol led to an easily separable mixture of the epimeric
22-hydroxy compounds 3a and 4a. A similar sequence applied
to the (25S5)-23-oxosapogenin 1b afforded the corresponding
compounds 2b, 3b and 4b (Scheme 1).

Several reports have dealt with the NMR characteristics
of naturally occurring steroid and synthetic SS and the copi-

=

1
w

18 20

(25R)-16[,22:22 26-diepoxy-22-one

i, ii or iii
—_—

ous data available have been collected, analyzed and the
effects of structural modifications have been discussed and
systematized [1,40-47]. Meanwhile the identification of the
diasterotopic protons at C-26 in 23-0x0-55 1la and 1b can eas-
ily be carried out by observation of their coupling patterns
[1,11-13,44 45], the differentiation of the diasterotopic protons
attached to C-26in the rearranged compounds 2 to 4is not triv-
ial due their pseudoequatorial orientation. Fortunately NOESY
experiments with the rearranged compounds 2 to 4 of both the
25R and 255 series provided an appropriate critericn for the
differentiation of the H-26 diasterctopic pair (see Figs. 3-6).
Tables 1 and 2 show the assignment of the 'H signals of the
(25R)- and (25S)-derivatives 1 to 4. Table 3 shows the assign-
ments of the *C signals of compound 1 to 4.

3. Effects of the rearrangement (see Table 4)

In addition to the expected effects on positions C-22
(deshielding) and C-23 (shielding), the conversion of the 23-
oxosapogenins to the 16p,23:23,26-diepoxy-22-cnes produces
significant changes on the signals of other 3C nuclei of
the side chain. The transformation of the E-ring into a six-
membered ring results on a 1,3 diaxial interaction between
0-26 and H-16 which produces a strong shielding effect in C-
16. This rearrangement also implies the transformation of the
F ring into a five-membered ring which leads to the loss of
the 1,3-diaxial shielding interaction between O-16 and pro-
R H-26, which justifies the observed deshielding of C-26. In
addition, the observed deshielding of the C-20 signal clearly
corresponds to the effect of the vicinal carbonyl function.

4. Effects of the reduction (see Table 4)

In addition to the expected upfield shift of C-22, the reduction
of the carbonyl at C-22 also produces the shielding of C-20 that

(25R)-16p,23:23,26-diepoxy-22-one

i) TiCl, in CH,Cl, il) BF5.Et,0 in THF, iii) BFy Et,0 in formic acid

Fig. 2 - Rearrangement of 23-oxosapogenins.
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AcO

AcO

2 H

R2

NaBH, / MeOH
—_—

a 3u-AcO, R'=H, R*=CHj, (25R)
b 38-AcO, R'=CHj, R%=H, (255)

AcO

AcO

Scheme 1

Table 1 - 'H chemical shifts (ppm) of (25R)-derivatives

Proton la 2a 3a 4a

H-3 4.70 (m) 4.70 (m) 4.70 (m) 4.70 (m)

H-16 4.59 (m) 4.35 (dt, J=8.10, 8.09, 6.32) 4.31 (dt, J=7.88, 7.84, 5.63) 4.18 (dt, J=7.74,7.62, 5.48)
CH;-18 0.74 (s) 0.94 (g)? 0.75 (8) 0.20 (s)

CHz-19 0.93 (s) 0.94 (s)? 0.93 (s) 0.93 (s)

H-20 2.86 (g, J=7.0) 2.79 (qd, ]=9.96, 6.45, 6.43, 6.43)

CHa-21 0.93 (d, J=6.6) 1.07 (d, J=6.43) 1.13 (d, J=6.89) 1.03 (d, ] =6.59)2

H-22 — = 3.45 (d, J=1.60) 3.51 (d,]=11.77)

H-25 2.27 (m) 2.40 (m) 2.21 (m) 2.15 (m)

H-26 pro-S 3.57 (dd, J=11.2,4.2) 4.12 (dd, J=7.59, 7.59) 3.97 (dd, J=7.45, 7.45) 3.90 (dd, ] =7.48, 7.48)
H-26 pro-R 3.77 (dd,J=11.2, 11.2) 3.52 (dd, J=8.95, 8.20) 3.55 (dd, J=10.22, 8.17) 3.41 (dd, ] =10.25, 8.27)
CH3-27 0.92 (d, J=6.4) 1.03 (d, ]=6.68) 1.02 (d, J=6.49) 1.01 (d, J=6.67)
CHa-acetyl 2.01 (s) 2.00 (s) 2.02 (s) 2.01 (8)

NMER spectrum of compound 4a also shows the signal of H-24 pro-R (2.59 (dd,J=12.91, 2.48) deshielded by a &-syn interaction with the p-hydroxyl
group attached to H-22.

a

overlapped.

Table 2 — 'H chemical shifts (ppm) of 255-derivatives

Proton 1b 2b 3b 4b

H-3 5.05 (m) 5.06 (m) 5.06 (m) 5.05 (m)

H-16 4.60 (dt, J=6.2, 7.7 Hz) 4.36 (dt, J=8.09, 8.08, 6.34) 4.32 (dt,J=7 .96, 7.86, 5.58) 4.18 (dt, J=7.84, 7.80, 5.36)
CHa-18 0.76 (s) 0.95 (8) 0.75 (8) 0.80 (s)

CHa-19 0.97 (s) 1.00 (s) 0.97 (8) 0.97 (s)

H-20 2.88 (m) 2.77 (qd, ] =9.88, 6.43, 6.36, 6.36)

CHa-21 1.06 (d, J=7.0) 1.09 (d, ] =6.44) 1.13 (d, J=6.91) 1.04 (d, J=4.13)°

H-22 = = 3.62 (d, J=1.85) 3.58(d, J=11.77)

H-25 2.38 (m) 2.57 (m) 2 59 (qd, J=14.26,7.02, 6.98, 6.98)  2.55 (qd, J=14.23, 7.13, 7.13, 7.10)
H-26 pro-S  3.40(dd, J=2.0,11.1) 3.62 (dd, J=7.86, 7.86) 44 (dd, J=8.05, 6.70) 3.38 (m)

H-26 pro-R  4.26 (dd, J=2.8, 11.2) 4.14 (dd,]=7.67, 7.67) 4.11 (dd, J=8.04, 7.00 Hz) 4.04 (dd, J=7.75, 7.75)
CHa-27 0.94 (d, J=7.0) 1.06 (d, ] =6.69) 1.02 (d, J=6.79) 1.02 (d, J=4.42)°
CHa-acetyl 2.03(s) 2.05 (8) 2.04 (s) 2.03 (s)

* pverlapped.
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Fig. 3 - Selected H signals [48], NOE correlations and models [49,50] of the side chains of (25R)-ketones 1a and 2a.
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Fig. 4 — Selected H signals [48], NOE correlations and models [49,50] of the side chains of (25R)-alcohols 3a and 4a.

is associated with the lower electronegativity of the vicinal
function. Deshielding of C-21 in the alcohols 3a,b and 4a,b
may be attributed to the absence of the shielding effect of the
magnetic anisotropy of carbonyl function (see shieldings in
C-21 of 1a,b compared to this of 2a,b). Meanwhile a similar
deshielding effect can be claimed to justify the downfield shift

of C-17 in 4a and 4b, in compounds 3a and 3b; the «-axial
hydroxyl group at C-22 produces electronic compression in H-
17 that explains the upfield shift of C-17. Shielding of C-24
in compounds 4a and 4b may be attributed to the electronic
compression exerted over H-24 pro-R by the p-hydroxyl group
at C-22.
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Fig. 6 — Selected 'H signals [48], NOE correlations and models [49,50] of the side chains of (25S)-alcohols 3b and 4b.
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Table 3 — 13C chemical shifts (ppm) of 23-oxosapogenins and rearranged products

C# 25R 258

la 2a 3a 4a 1b 2b 3b 4b
1 35.0 34.9 35.0 35.0 30.6 30.5 30.6 30.5
2 26.5 26.5 26.6 26.6 25.0 24.9 25.0 24.9
3 74.2 741 74.1 743 70.6 70.5 70.7 70.7
4 322 32.9 32.2 32.2 30.7 30.6 30.7 30.7
5 41.6 41.7 41.8 41.8 37.3 37.2 37.3 37.3
6 26.9 26.5 26.9 26.9 26.4 26.3 26.4 26.3
7 26.6 26.8 26.5 26.4 26.4 26.3 26.5 26.4
8 35.4 35.4 35.3 35.3 35.2 35.2 35.2 35.1
9 40.5 40.4 40.6 405 40.0 405 40.1 40.0
10 347 346 34.7 346 35.0 349 35.0 34.9
11 20.5 20.6 20.6 20.5 20.8 20.8 20.8 207
12 39.9 401 40.4 40.3 40.0 40.0 40.4 40.3
13 41.1 42.9 41.4 41.9 41.2 42.9 41.5 41.9
14 56.4 53.1 53.3 53.5 56.5 53.1 53.4 53.5
15 31.7 32.1 33.6 33.5 31.7 32.8 33.6 33.4
16 234 72.9 73.3 717 235 721 72.5 70.8
17 51.8 57.6 52.8 60.3 51.8 57.4 52.9 60.2
18 16.1 14.7 14.8 14.9 16.2 14.7 14.8 14.9
19 23.3 23.3 23.3 733 23.8 23.8 23.9 23.8
20 34.7 39.9 33.8 34.8 35.1 39.8 33.3 31.5
21 14.3 12.9 15.4 15.9 14.2 13.0 17.8 17.1
22 109.8 213.1 76.3 76.0 110.7 213.3 76.8 74.7
23 201.8 107.9 108.3 112.2 202.3 107.6 107.9 111.9
24 45.2 438 45.1 40.4 439 443 456 38.5
25 35.8 33.3 29.4 30.9 33.7 32.7 30.1 32.1
26 65.6 75.2 74.3 73.4 64.5 76.1 74.3 74.1
27 17.0 16.4 18.0 16.9 17.7 171 17.9 18.1
CHaz Ac 21.4 21.4 21.5 21.4 21.5 21.5 21.5 21.5
C=0 Ac 170.5 170.6 170.7 170.6 170.7 170.7 170.7 170.7

Table 4 - Effects of different transformations on *C NMR of the side chain (A, ppm)

C# 25R 255
2a (22-C—0)2 3a (22«-0OH)P 4a (22p-OH)P 2b (22-C—0)? 3b (22a-0H) 4b (22B-OH)®

16 —10.5 +0.4 —1.2 —11.4 +0.4 —1.3

17 —4.2 —4.8 +2.7 —4.4 —4.5 +2.8

18 —1.4 +0.1 +0.2 —1.5 +0.1 +0.2

20 +5.2 —6.1 —5.1 +4.7 —6.5 —8.3

21 —1.4 +2.5 +3.0 —1.2 +4.8 +4.1

22 +103.3 —136.8 —137.1 +102.6 —136.5 —138.6

23 —83.9 +0.4 +4.3 —94.7 +0.3 +4.3

24 —1.4 +1.3 —3.4 +0.4 +1.3 —58

25 —2.5 —3.9 —2.4 —1.0 —2.6 —0.6

26 +9.6 —0.9 —1.8 +11.6 —1.3 —2.0

27 —0.6 +1.6 +0.5 —0.8 +0.8 +1.0

@ From the corresponding 23-oxosapogenin 1a or 1b (see Table 3.

Y From the corresponding 168,23:23 26-diepoxy-22-one 2a or 2b (see Table 3).

5. Conclusions

We here provide and rationalize the main NMR character-
istics of steroids bearing the 16p,23:23,26-diepoxy moiety
that constitute interesting starting materials for the synthe-
sis of steroids containing highly functionalized side chains.
Although steroid sapogenins containing the 16p,23:23,26-
diepoxy side chains have not been isolated from natural
sources, the results presented in the paper provide useful cri-

teria for the identification and analysis of similar spirocyclic
compounds of either natural or synthetic origin.
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