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Resumen

Las sapogeninas esteroidales son metabolitos distribuidos ampliamente en la naturaleza, que han sido
estudiadas desde hace mas de 70 afios pues ademas de su actividad bioldgica intrinseca, muchos miembros
de esta familia de compuestos han servido como materias primas en la sintesis de una amplia variedad de
esteroides bioactivos. Nuestro grupo de investigacién ha descrito modificaciones importantes a la cadena
lateral espirocetalica de las sapogeninas esteroidales y recientemente informd sobre la sintesis de una
nueva familia de compuestos denominada como 23E-bencilidenespirostanos, que demostré tener modos de
reaccion no descritos hasta el presente.

Debido a la reactividad particular conferida a estos compuestos por la presencia del fragmento bencilideno
en la cadena lateral, nos dimos a la tarea de explorar la reactividad y propiedades de derivados con
sustituyentes hidroxilo en dicho fragmento.

En el presente trabajo se describe la sintesis y caracterizacion de nuevos derivados esteroidales
monoméricos y diméricos, obtenidos a través de la condensacién aldédlica catalizada por BF;¢Et,0 con una
amplia variedad de benzaldehidos hidroxilados que permitieron obtener compuestos con perfiles de
reactividad que difieren del de las sapogeninas esteroidales no funcionalizadas y que ademas algunos de

estos demostraron ser bioactivos y con propiedades interesantes en estado sélido.

Abstract

Steroid sapogenins are metabolites widely distributed in nature, which have been studied for more than 70
years because of their intrinsic biological activity and, many members of this family of compounds have
served as starting materials in the synthesis of a wide variety of bioactive steroids. Our research group has
described important modifications to the spiroketal side chain of steroidal sapogenins and recently reported
the synthesis of a new family of compounds called 23E-benzylidene spirostanes, which were shown to have
reaction modes not described so far.

Due to the particular reactivity conferred on these compounds by the presence of the benzylidene fragment
in the side chain, we set out to explore the reactivity and properties of derivatives with hydroxyl
substituents in the said fragment.

This document describes the synthesis and characterization of new monomeric and dimeric steroidal
derivatives, obtained through BF;¢Et,0-catalyzed aldol condensation with a wide variety of hydroxylated
benzaldehydes that allowed to obtain compounds with reactivity profiles that differ drastically from the
non-functionalized steroid sapogenins and some of these derivatives proved to be bioactive and with

interesting solid-state properties.



Introduccion.

Los esteroides son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza que tienen un papel
fundamental en una gran variedad de procesos en los organismos vivos. Dentro de este gran grupo
de compuestos se encuentran las sapogeninas esteroidales, que son metabolitos secundarios de
las plantas que han recibido considerable atencién desde principios del siglo XX por parte de
diversos grupos de investigacion. Estas moléculas han servido como materias primas de facil
acceso y de bajo costo para la obtencidon de una amplia variedad de esteroides bioactivos como
antitumorales, hormonas, promotores del crecimiento vegetal, entre otros. Ademas, en los
ultimos afios, se ha demostrado que estas sapogeninas tienen actividades biolégicas importantes

per se.

En México, la historia de la industria y la quimica de los esteroides guardan una especial relacion
con las sapogeninas esteroidales. Alrededor del afio 1940, Russell E. Marker encontré que la
cabeza de negro y el barbasco (plantas mexicanas del género Dioscorea) eran una excelente
fuente de sapogeninas esteroidales. Posteriormente, la “Degradacion de Marker” permitié generar
precursores de hormonas sexuales de manera semisintética, lo que cambié dramaticamente el
control natal; pues a partir de estos precursores sintéticos fue posible llegar, unos afos después, a

la sintesis del primer anticonceptivo oral: la noretindrona.

Las sapogeninas esteroidales se diferencian de todos los demds esteroides porque tienen una
cadena lateral espirocetalica, que les brinda una reactividad particular y la modificacién o escisidn
de este fragmento siempre estd involucrada en la sintesis de productos naturales o en la
obtencién de nuevos derivados esteroidales con propiedades interesantes. Por estas razones, la
modificacién de la cadena lateral sigue, y seguramente, seguira siendo un tema de interés para los

guimicos organicos.

Por lo anterior, en este trabajo nos centramos en la sintesis, caracterizacién y estudio de la
reactividad de nuevos derivados de sapogeninas esteroidales que tienen perfiles de reactividad
que difieren drasticamente del de las sapogeninas no sustituidas y que ademas presentan

actividades bioldgicas interesantes.



Capitulo 1. Antecedentes.

1.1. Esteroides.

Los esteroides son metabolitos secundarios derivados de los triterpenos™* que estan presentes en
organismos animales y vegetales, y que tienen una importancia bioldgica significativa pues
presentan funciones vitales para las células. Las diferencias estructurales en los esteroides, asi
como la diversidad estructural generada por la presencia de cadenas laterales, dan como resultado
un amplio grupo de productos naturales biolégicamente importantes que han sido estudiados

ampliamente (Figura 1).>

estigmasterol (1) estrona (2) prednisona (3)

Figura 1. Algunos esteroides con importancia bioldgica

1.1.2. Caracteristicas estructurales.

Los esteroides presentan un esqueleto hidrocarbonado tetraciclico que se denomina
ciclopentanoperhidrofenantreno (4) o un esqueleto derivado del mismo por rupturas de enlace,
expansiones o contracciones de anillo. Este nldcleo es comun en todos los esteroides y los anillos

se designan por las letras mayusculas A, B, Cy D de izquierda a derecha (Figura 2).*”

ciclopentanoperhidrofenantreno (4)

Figura 2. Nucleo esteroidal y su numeracion.

Es comuin encontrar grupos metilo en las posiciones C-10 y C-13 y la presencia de un grupo
funcional o una cadena lateral en la posicién C-17. En la naturaleza, se encuentran esteroides que
presentan un grupo hidroxilo en la posicién C-3 y se denominan esteroles.®”

La nomenclatura sistematica de los esteroides establecida por la IUPAC,”> estd basada en

esqueletos precursores o carbociclos fundamentales de acuerdo al nimero de carbonos que

3



componen al esteroide. El primer grupo es el de los gonanos (Cy7), que son los esteroides mas
simples pues mantienen Unicamente el esqueleto del nucleo esteroidal y practicamente no estdn
presentes en la naturaleza.? El segundo grupo es el de los estranos, que son compuestos Cyz que
incluyen al metilo C-18. Generalmente estos compuestos presentan al anillo A aromatico y a este
grupo pertenecen sustancias que controlan la actividad estrogénica en los mamiferos (5). Los
androstanos son compuestos Cy9 que incluyen los grupos metilo en las posiciones C-10 y C-13. A
este grupo pertenecen las hormonas que regulan el desarrollo de los caracteres sexuales
masculinos (6). El siguiente grupo es el de los pregnanos (C,:), sustancias que retienen el nucleo
intacto de 19 4tomos de carbono y ademas tienen una cadena lateral de dos carbonos en la
posiciéon C-17. Pertenecen a este grupo los compuestos responsables de la regulacién hormonal
reproductiva femenina (7), las progestinas usadas como anticonceptivos (8) y los glucocorticoides,
conocidos por su actividad antiinflamatoria, que son también llamados derivados del pregnano (9).
El grupo de los colanos se conforma de esteroides C,; e incluye a los acidos biliares, que son
compuestos que se secretan en el intestino para emulsionar las grasas y facilitar la digestién de
éstas (10). Los colestanos son esteroides C,; que tienen el nicleo esteroidal y presentan una
cadena lateral alifatica en C-17, como el colesterol (11), que es un constituyente de las membranas

celulares de los mamiferos (Figura 3)."*®

18 OH 18 OH

HO (0]

estradiol (5) testosterona (6) progesterona (7)

21

cz)H 18 4,20 24 0OH

o~

noretisterona (8) acido colico (10)

colesterol (11)

Figura 3. Ejemplos de los principales carbociclos fundamentales esteroidales.



Las caracteristicas de reactividad y actividad biolégica tan marcadamente diferenciadas entre
compuestos que comparten un nucleo en comun, se atribuyen a los grupos funcionales presentes
y en parte también a la estereoquimica en las fusiones de los anillos. Los sistemas de anillos
fusionados de seis o de cinco miembros se pueden unir de manera trans o cis. La fusién trans
produce una molécula plana en la que los grupos cabezas de puente son axiales para ambos
anillos. Por otro lado, cuando la fusién es de tipo cis lo que se observa es una molécula no-plana

en la cual solo uno de los sustituyentes es axial y uno ecuatorial para cada anillo (Figura 4)."°

R R
% R
R
trans (12) cis (13)

Figura 4. Fusiones de anillo en la trans-decalina y en la cis-decalina.

El nucleo esteroidal es practicamente plano cuando todas las fusiones de los anillos son trans o
contienen un carbono sp® en alguna de las uniones. No obstante, la forma del nicleo cambia a una
“L” cuando los anillos A y B estan fusionados de manera cis.” En esteroides de origen natural se ha
observado que la fusién de los anillos A/B puede ser trans o cis y también pueden presentarse
insaturaciones en las posiciones C-4 (A*) y C-5 (A°) o que el anillo A sea aromatico, como es el caso

de los estrégenos.

Por convenio,” cuando los anillos del nticleo esteroidal se denotan como proyecciones en el plano
del papel (hexagonos) y con la orientacidon que se muestra en las Figuras 1y 2, la estereoquimica
de los sustituyentes en el nucleo esteroidal estd indicada como “a” para la cara inferior de la
molécula, o “B” para la cara superior. Las fusiones de los anillos se pueden designar utilizando a o
B para el hidrégeno puente apropiado. De acuerdo al H-5, los esteroides pueden agruparse en dos
series; los 5a-esteroides, donde todos los anillos estan orientados de manera similar y la serie 58
en la que la unién A/B es cis. La diferencia entre 5a y 5B-esteroides tiene un efecto significativo en

las propiedades espectroscépicas y quimicas (Figura 5).*



Serie 5a Serie 58

5a-colestano (14)

HO. b H

pregnenolona (16) estrona (17)

Figura 5. Estereoquimica de fusiones de anillos en esteroides naturales.
1.2. Sapogeninas esteroidales.

Las sapogeninas esteroidales son metabolitos distribuidos ampliamente en la naturaleza,
principalmente en plantas y en organismos marinos y comunmente se encuentran formando
glicésidos de alto peso molecular denominados saponinas. El aglicon o porcién no glicosidica de la
molécula de saponina es llamada genina o sapogenina y dependiendo del tipo de sapogenina
presente, las saponinas se clasifican en tres clases o familias: glicésidos triterpénicos (18),

glicosidos esteroidales (19) y glicésidos de alcaloides esteroidales (20) (Figura 6).5*

5, COOH :50

OH
Q
COOH o o ‘
o H
HO , o
H
QOOH o HO OH o dioscina (19)
HO o) acido glicirricinico (18) H % H
H OH HO T
OH OH OH
H 0} (o}
H O
OH " solanina (20)
O
HO.
HO
OH

Figura 6. Estructura de las saponinas.



La gran mayoria de saponinas forman espumas estables en soluciones acuosas, lo que permite que
la savia de algunas plantas que contienen saponinas se emplee como jabdn, de ahi el nombre de

saponina (del latin sapon = jabdn).

Las sapogeninas esteroidales han sido estudiadas desde hace mas de 70 afos, pues ademas de su
actividad bioldgica intrinseca, muchos miembros de esta familia de compuestos han servido como

1314 que incluyen

materias primas en la sintesis de una amplia variedad de esteroides bioactivos
hormonas sexuales,” antitumorales analogos de cefalostatinas y ritterazinas,'® y promotores del

crecimiento vegetal,"’ entre otros (Figura 7).

o

—

progesterona (7) H
OH

O

Andlogo de Brasinoesteroide (22)

OH

Figura 7. Algunos esteroides bioactivos obtenidos a partir de sapogeninas esteroidales.

1.2.1. Caracteristicas estructurales.

Las sapogeninas esteroidales son esteroles que poseen un esqueleto de 27 atomos de carbono
qgue se compone del nucleo de ciclopentanoperhidrofenantreno y de una cadena lateral
espirocetalica que estd formada por dos fragmentos heterociclicos unidos a través del carbono C-
22. Los heterociclos E y F son consecuencia de una cetalizacién intramolecular que tiene lugar
después de la introduccidn de un grupo carbonilo en C-22 y grupos hidroxilos en C-16 y C-26 en el

nicleo de colestano.'®*

En general, estos compuestos se dividen en 16,22:22,26-
diepoxicolestanos o espirostanos (23-26) y 16,22:22,25-diepoxicolestanos o furoespirostanos (27).
Aunque es posible encontrar otros tipos de cadenas laterales espirocetalicas en sapogeninas
esteroidales naturales, las que se encuentran con mayor frecuencia son las de tipo espirostano

1,5,18-21

(Figura 8).

Aunque el esqueleto hexaciclico de los espirostanos puede ser portador de diferentes grupos

funcionales en distintas posiciones, las principales variaciones estereoquimicas pueden



encontrarse en las posiciones C-5 y C-25. Las sapogeninas esteroidales, al igual que los esteroides,
pueden agruparse en las series 5a (23,26), 5B (24) o A® (25) de acuerdo a la configuracién de C-5 y
adicionalmente pueden clasificarse, segun la orientacién ecuatorial o axial del metilo enlazado a C-

25 en las series 25R (23,25,26) y 255 (24) respectivamente. ™%

hecogenina (26) nuatigenina (27)

Figura 8. Estructura y numeracidon de sapogeninas con cadenas laterales espirostanicas vy

furoespirostdnicas.

1.3. Cadena lateral espirocetdlica.

Los espirocetales son subestructuras encontradas en una enorme variedad de productos naturales
de complejidad diversa aislados de microorganismos, hongos, plantas, insectos y organismos
marinos, que en los ultimos 50 afios se han convertido en objetivos sintéticos importantes para los
grupos de investigacion, no sélo por el desafio que presenta la sintesis de estos compuestos, sino
también por su importancia farmacolégica debido a que la mayoria de espirocetales naturales son

compuestos bioldgicamente activos.?**

Los espirocetales son cetales ciclicos que se componen de dos anillos unidos a través de un solo
dtomo de carbono, denominado carbono espiro.”* La gran mayoria de la quimica de los
espirocetales se centra en los sistemas de anillos generales de tipo 1,7-dioxaspiro[5.5]undecano
(28), 1,6-dioxaspiro[4.5]decano (29) y 1,6-dioxaspiro[4.4]nonano (30), porque los espirocetales

presentes en productos naturales se encuentran en alguna de estas categorias (Figura 9).**



(28) (29)

Figura 9. Sistemas de anillos espirocetdlicos generales.

Los primeros ejemplos de compuestos de origen natural con un fragmento espirocetalico fueron
las sapogeninas esteroidales. Sin embargo, establecer la estructura de la cadena lateral como la
conocemos actualmente no fue una tarea facil, debido a la carencia de técnicas analiticas
estructurales que habia a principios del siglo XX. Fue asi que diversos investigadores, como Fieser y
Jacobsen,” y Tschesche y Hagedorn,? propusieron estructuras que cumplieran con los perfiles de
reactividad observados en sapogeninas esteroidales, es decir, grupos funcionales inertes en

medios basicos y neutros, pero reactivos en medios &cidos (Figura 10).”

CsHgO

31 33

Figura 10. Primeras estructuras propuestas para la cadena lateral espirocetalica de las sapogeninas

esteroidales.

Finalmente, con ayuda de estos antecedentes y con experimentos propios, la estructura de la
cadena lateral espirocetdlica de las sapogeninas fue establecida por Marker y Rohrmann en

1939.%®

1.3.1. Reactividad de la cadena lateral espirocetdlica.

El nucleo esteroidal de las sapogeninas mantiene un perfil de reactividad similar al de los
esteroides en general. Sin embargo, la reactividad particular de esta familia de compuestos esta

determinada por la presencia de la cadena lateral espirostanica.

Actualmente se sabe que en disolucién acida, la cadena lateral espirocetalica experimenta la
apertura reversible del anillo F a través de un equilibrio que incluye dos formas endlicas posibles

(37, 38).28'30 El éter endlico 38 ha sido sefialado como intermediario en una gran variedad de
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métodos para la introduccién de sustituyentes en la posicidon C-23, que permiten la transformacién

de la cadena lateral (Esquema 1).

Esquema 1. Equilibrio ceto-endlico de la cadena lateral espirocetalica.

Durante las primeras investigaciones de la cadena lateral de las sapogeninas, se observd que el
tratamiento en medio acido de estas sustancias daba lugar a una isomerizacién del sistema
espirocetdlico, que inicialmente se pensdé tenia lugar en el carbono espiro. No obstante, se

% ocurria en C-25 y fueron

demostré que la epimerizacién, que se denomind reaccién Iso,*®
Woodward y colaboradores quienes demostraron que este proceso se llevaba a cabo por un
mecanismo de dxido-reduccién cuyo paso clave es la transferencia reversible de un ion hidruro

entre C-22 y C-26 (Esquema 2).*!

La migracion de hidruro [1,5] propuesta por Woodward, fue demostrada por el grupo de
investigacion de Djerassi, que al estudiar la reactividad de la cadena lateral espirostdnica a través
del tratamiento de acetato de tigogenina (46a) con un acido de Lewis en presencia de etanoditiol,
lograron capturar al intermediario 43 generando el tiocetal 47 (Esquema 3A).*” Posteriormente
Seo y colaboradores realizaron una demostracion directa de la migracion de hidruro a través del
aldehido 48, que tras el tratamiento en medio acido generd una mezcla de sapogeninas

epiméricas en C-25, cada una de ellas con un deuterio en la posicién C-26 (Esquema 3B).*

10



Pérdida de la configuracion
en C-25

(25R) - 39
(258) - 39

Esquema 2. Mecanismo de epimerizacién de C-25.

A
O etanoditiol
—_—
BF3‘Et20
H3CCOO H;CCOO
46a 47
B

i: HCI, MeOH

o 5
ii: BF3°Et,0,
benceno

Esquema 3. Evidencias experimentales de la migracion de hidruro entre C-22 y C-26.
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Por otra parte, se conoce que la orientacién axial o ecuatorial de C-27 influye en los modos de
reaccion de algunas de las transformaciones de la cadena lateral, pues la distribuciéon en los
productos puede variar dependiendo de la configuracién de dicho centro quiral. Asi mismo, se ha
demostrado que las sapogeninas esteroidales que tienen un sustituyente en la posicién C-23
muestran diferentes perfiles de reactividad, modificando el espectro de reacciones en los que el

fragmento espiroacetalico puede participar.>*>¢

Es importante sefialar que la sintesis de esteroides bioactivos a partir de sapogeninas esteroidales
implica la degradacién y/o modificacion de la cadena lateral espirocetalica, por lo que a
continuacién se sefialaran algunas de las transformaciones mds importantes que involucran al

fragmento espirocetalico.

1.3.2. Degradacion de la cadena lateral espirocetdlica.

El uso de hormonas sexuales como farmacos en la década de 1930, dio como resultado que se
dedicara considerable atencidon a la obtencion de progesterona, util por su valor en el tratamiento
de diversos trastornos menstruales y en la prevencién de abortos involuntarios. Sin embargo, su

alto costo y dificil obtencién restringié su uso significativamente.?”*’

Fue en 1940 que gracias a los
trabajos de Marker, se logrd la obtencién de esta hormona utilizando como materias primas a las

sapogeninas esteroidales.

Sin lugar a dudas, una de las mas grandes aportaciones, sino es que la mas importante en la
qguimica de esteroides es la Degradacién de Marker de la cadena lateral espirocetalica, pues fue un
proceso que permitié la obtencidn de derivados pregnanicos con un buen rendimiento, a partir de

sapogeninas esteroidales que son materias primas baratas y de facil obtencidn.

El proceso de degradacion consta de tres pasos: primero, la apertura de la cadena lateral para la
obtencién de la pseudosapogenina (51), después la ruptura del doble enlace 20-22 con CrO; y
finalmente la hidrdlisis del éster 52, para generar la deshidropregnenolona (53), que es el
intermediario clave en la sintesis de hormonas sexuales, como la progesterona y testosterona; y

de corticosteroides, como la desoxicorticosterona (Esquema 4)."*"***°
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) CrO3, AcOH
) Zn, AcOH
21

25 5 |1 BrzAcOH
2
3

20—0 20—=0 OOCCH;3

17 17
16 & O, 22
KOH
PERALL L.
o “
HO H3;CCOO

53 52

Esquema 4. Degradacién de Marker de la cadena lateral espirocetalica.

Aunque la serie de reacciones propuesta por Marker sigue siendo el método mas conocido y
empleado para la obtencién de derivados pregnanicos, existen actualmente alternativas al
procedimiento original que generan el esqueleto de C,; con excelentes rendimientos y en
condiciones mas suaves. Fuchs y colaboradores describieron que el tratamiento de acetato de
rockogenina (54) con hidrocloruro de piridinio y anhidrido acético generd la pseudosapogenina 55
que fue transformada en el ceto éster 56 con la oxidacion con CrO; en acido acético, el cual fue
hidrolizado con alimina basica en benceno para sintetizar la cetona a,B-insaturada 57 con un
rendimiento global del 56% (Esquema 5A).”’ Por otra parte, el grupo de Shair informé que el
tratamiento de 58 con trifluoroacetil triflurometanosulfonato (TFAT) y 2,6-di-tert-butil-4-metil-
piridina (DTBMP), generd la psudosapogenina correspondiente, la cual se hizo reaccionar con
clorocromato de piridinio (PCC) para obtener el ceto ester 60 que se hidrolizé con una base no

nucleofilica para dar lugar al pregnano 61 con un rendimiento del 43% (Esquema 5B).*"



A $ OOCCH;
H3CCOO H3CCOO.
I H3CCOO H3CCOO H3CCOO
‘ i Acz0, pyrHCI_ O cros_ A|203
"ACOH “benceno .
H3CCOO
H 54 - 55
H3CCOO.
B — o
TFAT, DTBMP
CH,Cly, -78°C
H3CCOO! o)

R= OC,H,OTBDPS

Esquema 5. Modificaciones recientes a la Degradacion de Marker.

Otro tipo de reacciones que degradan la cadena lateral de sapogeninas esteroidales en un solo
paso, son las oxidaciones de Baeyer-Villiger. Se ha informado que el tratamiento de sapogeninas
esteroidales con distintos peracidos producen 20(S)-pregnan-33-168,20-trioles. Por ejemplo, el
tratamiento de sapogeninas esteroidales con acido m-cloro-peroxibenzoico (m-CPBA) en presencia
de BF;¢Et,0 genera el pregnantriol 62 con un muy buen rendimiento (82%).** Del mismo modo, el
procedimiento descrito para la sapogenina 62 con acido féormico y perdxido de hidrégeno producia

el correspondiente triol 63 con un rendimiento del 93% (Esquema 6)."

i: 1. m-CPBA, BF3Et,0, CH,Cl,, 10°C, 2h;
2. NaOH, MeOH, A

[o]
ii: 1. HCOOH, H,0; al 30%, 50 °C, 3h;
B 2. KOH, E{OH, A, 2h.

23: R'=0H, R*=H 62: R'=0OH, R*=H
54: R'= R?= 0OCCH 63:R'=R?=OH

Esquema 6. Eliminacidn de la cadena lateral de sapogeninas esteroidales con peracidos.

Muy recientemente, nuestro grupo de trabajo realizd una importante aportacion a la sintesis de
pregnantrioles a partir de sapogeninas esteroidales con una nueva metodologia que utilizé al acido
trifluroperoxiacético generado in situ como agente oxidante, con la cual los productos de la
oxidacion de Baeyer-Villiger se obtuvieron en 15 minutos y con rendimientos superiores a los

reportados anteriormente (97%) (Esquema 7).*
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R1

R2

1. TFA, HyOp, 15 min
2. KOH, MeCH, A

H3CCOO! : HO
64a: H-50, R'=H, R?=CH3 65a: H-5a.
64b: H-5B, R'=CH3, R?=H 65b: H-50

Esquema 7. Escisidon de la cadena lateral con acido trifluoroperoxiacético.

1.3.3. Reacciones de sustitucion en C-23 de las sapogeninas esteroidales.

La sintesis de esteroides bioactivos a partir de sapogeninas esteroidales, generalmente involucra la
introduccion de sustituyentes en la posicién C-23 y debido a esto se han descrito una gran
variedad de métodos con este fin. Dentro de las primeras investigaciones sobre la introduccion de
sustituyentes en la cadena lateral, Marker y Rohrmann describieron la monobromacion de algunas
sapogeninas esteroidales al tratar a los acetatos de sapogeninas de las series 25R y 255 con Br, y
acido acético para obtener una mezcla epimérica en C-23 de los compuestos bromados.* En
trabajos posteriores de otros grupos de investigacion, se encontrd que al utilizar un exceso del

halégeno en la reaccién ocurria la dibromacién en C-23.%*

Trabajos mas recientes, demostraron
qgue la bromacion de los acetatos de sapogeninas de la serie 25R genera los epimeros ecuatorial y
axial en C-23, con una relacién 3:1 y que con un exceso de haldégeno se produce el derivado

dibromado. Sin embargo, el tratamiento de espirostanos de la serie 255 Unicamente produce el

49,50

derivado ecuatorial (Esquema 8).

64a: R'= H; R>= CHj (25R) 66a: R'= H; R?= CH, (25R) 67a: R'= H; R%= CH3 (25R)
64b: R'=CHg; R*= H (255) 66b: R'=CHy; R?= H (25S) "
Br

Exceso Br,
AcOH

68a: R'= H; R?= CH, (25R)

Esquema 8. Bromacidn de sapogeninas esteroidales de las series 25R y 25S.
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En 1966, se describié que el tratamiento de acetato de sapogeninas de las series 25R y 255 con
cloruro de yodo a reflujo de cloroformo, conducia a la introduccidn estereoselectiva de un yodo
ecuatorial (R) en la posicion C-23.* No obstante, nuestro grupo de investigacién demostré que el
acetato de tigogenina (25R), bajo estas condiciones de reaccién, generaba la mezcla epimérica de
yodotigogenina 23R (69a) y 23S (70a), mientras que en el caso del acetato de sarsapogenina (255)

Unicamente se obtenia el isémero 23S (69b) (Esquema 9).>

64a: R'= H; R?= CH; (25R) 69a: R'= H; R?= CHj; (25R) 70a: R'= H; R%= CHj (25R)
64b: R'=CHg; R’=H (258) 69b: R'=CHy; R*= H (255)

Esquema 9. Productos de la yodacidn de sapogeninas esteroidales de las series 25R y 25S.

Recientemente se reportd que el tratamiento de sapogeninas esteroidales con anhidrido
bencenseleninico (ABS) en presencia de tetracloruro de titanio produce la cloracién en C-23. Para
la serie 25R se obtuvo una mezcla epimérica de los derivados monohalogenados (71a y 72a) y el
derivado dihalogenado (73a), pero en el caso de la serie 255 se obtiene Unicamente el producto

dihalogenado de la serie 255 (71b) (Esquema 10).>"

ABS, TiCly
—_—
tolueno

64a: R'= H; R®= CHj (25R) 71a: R'= H; R%= CH; (25R) 72a: R'= H; R’= CH; (25R) 73a: R'= H; R%= CH, (25R)
1 2
64b: R'=CHg; R*= H (25S) 73b: R'=CHy; R?= H (25S)

Esquema 10. Reaccidn de cloracion de la cadena lateral espirocetdlica.

Muchos esteroides bioactivos con cadenas laterales espirocetalicas, presentan funciones
oxigenadas en el fragmento espirostanico y esto hace de gran importancia el disefio de métodos
para la introduccidn de grupos oxigenados en la cadena lateral. Nuestro grupo de trabajo describié
que el tratamiento de sapogeninas esteroidales con diacetoxiyodosobenceno (DIB) en presencia
de un acido de Lewis, en acido acético, genera la acetoxilacion axial en C-23 en un solo paso
(Esquema 11A).>* Por otra parte, la reaccidon de acetatos de sapogeninas con nitrito de sodio y

eterato de trifluoruro de boro, seguido de una cromatografia en columna de alimina neutra,
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produce las 23-oxosapogeninas correspondientes y en menor proporcion la lactona dinorcoldnica.

La reduccion de 75 con borohidruro de sodio en metanol, genera mayoritariamente (89%) el

hidroxilo ecuatorial en C-23 (Esquema 11B).

64a: R'= H; R?= CH, (25R)
64b: R'=CHy; R%= H (255)
1
R

2. Al,O3 Brockmann 111

64a: R'= H: R?= CH; (25R)
64b: R'=CH3; R?= H (255)

DIB, BF5°Et,0
AcOH

1. NaNO,/ BF3*Et,0

53,54

74a: R'= H; R’= CH, (25R)
74b: R'=CHy; R%=H (255)
1
R

\
75a: R'= H; R?= CHj (25R) 76
75b: R'=CHy; R%= H (25S)

NaBH,
MeOH R’

77a: R'= H; R?= CH, (25R)
77b: R'=CHy; R%= H (25S)

Esquema 11. Reacciones de oxidacién de la cadena lateral espirocetalica.

Nuestro grupo de investigacion ha descrito modificaciones importantes a la cadena lateral

espirocetalica®>*>*

y recientemente informé que el tratamiento de sapogeninas esteroidales

acetiladas con benzaldehido (78) en presencia de BF;eEt,0 generé una nueva familia de

compuestos llamada 23E-bencilidenespirostanos (79a/b) (Esquema 12) y en estudios posteriores

se demostré que estos compuestos presentan modos de reaccion que se diferencian

drasticamente de los descritos actualmente para las sapogeninas esteroidales (Esquema 13).

H3CCOO

64a: H-50, R'=H, R>=CHj, (25R) 8
64b: H-5p, R'=CH,, R*=H, (255)

55,56

BF3Et,0

——

CH,Cl,
H3CCOO

79a: H-50, R'=H, R*=CH,, (25R)
79b: H-5p, R'=CHa, R?=H, (25S)

Esquema 12. Sintesis de los 23E-bencilidenespirostanos.
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79a: H-5¢, R'=H, R?>=CH,
79b: H-5p, R'=CHj, R?=H

R' R?

NaBH5CN
e
AcOH

79a: H-5¢, R'=H, R?=CH, 80a: H-5¢,, R'=H, R?%=CHj 81a: H-5¢, R'=H, R?%=CHj 82a:NO OBfERVAD?
79b: H-5p, R'=CHs, R?=H 80b: H-58, R'=CH,, R%=H 81b: H-5p, R'=CH,, R%=H 82b: H-58, R =CHj, R°=H

Esquema 13. Nuevos modos de reaccion de la cadena lateral espirostdnica inducidos por la

presencia de la agrupacidn 23E-bencilideno.

1.3.4. Apertura de la cadena lateral espirocetdlica.

La apertura del anillo F de la cadena lateral espirocetdlica estd involucrada en la sintesis de
esteroides bioactivos, como las hormonas sexuales y derivados analogos a cefalostatinas vy
ritterazinas. Debido a esto se han desarrollado métodos para la obtencién de derivados

furostanicos a partir de sapogeninas esteroidales.

El tratamiento de sapogeninas esteroidales con haluros de trifenilfosfina (Ph;PeX,) en presencia de
una base débil (2,6-lutidina o imidazol) da lugar a la apertura oxidativa del anillo F, produciendo la
26-halo-pseudosapogenina con buenos rendimientos.” Recientemente, se describid que los
espirostanos esteroidales en presencia de BF;¢Et,0 y bromuro de cesio o yoduro de litio, generan
58

también las psudosapogeninas halogenadas en C-26 (Esquema 14).

R1 Rz

Ph3P+X5 (X=I 6 Cl) Lil 6 CsBr, BF3*Et,0
-~ —_————

Base CH,Cly, CH3CN
83a: R'= H; R%= CHy, X= | (25R) 64a: R'= H; R%= CHj (25R) 83a: R'= H; R%= CHs, X=1 (25R)
83b: R'=CHj3; R?= H, X=1 (25S) 64b: R'=CHj3; R?>=H (255) 83b: R'=CHj3; R?= H, X=1(255)
84a: R'= H; R%= CHj, X= CI (25R) 85a: R'= H; R?= CHj, X= Br (25R)
84b: R'=CHjg; R?>= H, X= Cl (25S) 85b: R'=CHg; R?= H, X= Br (255)

Esquema 14. Sintesis de 26-halo-psudosapogeninas

18



También, la obtenciéon de derivados furostdnicos sustituidos en C-22 se llevd a cabo con el
anhidrido mixto acético-trifluoroacético (AATFA) en medio acido de Lewis, formando el
oxocarbenio intermediario 86 que al estar en presencia de un nucledfilo permite una adicién

estereoselectiva en C-22 (Esquema 15).59

AATFA, BF3+Et,0 KSeCN
CH,Cl,
Ry B2 Rl b R2 Rls iy R2 3_
64a: R'= H; R?= CHj, (25R) 86a: R'= H; R%= CH; 87a: R'= H; R%= CH;, R*=SeCN
64b: R'=CH,; R*= H (25S) 86b: R'=CHjy; R?= H 87b: R'=CHj; R*= H, R®=SeCN

Esquema 15. Obtencién de psudosapogeninas sustituidas en C-22.

Por otra parte, se ha descrito que la reaccidn de espirostanos de las series 25R y 255 con anhidrido

acético y BF;*Et,0 a baja temperatura, provoca la completa apertura de la cadena lateral

36,60

formando los derivados 22-oxocolestanos (Esquema 16).

ACzo, B F3°Et20

CH,Cl, 0°C
I H
64a: R'= H; R?>= CHj3 (25R) 88a: R'= H; R?= CHj; (25R)
64b: R'=CHgz; R>=H (25S) 88b: R'=CH3; R?>=H (255)

Esquema 16. Obtencién de derivados 22-oxocolestanos.

Se han descrito también, distintos métodos para la obtencidn de dihidrosapogeninas esteroidales
a partir de la apertura reductiva del fragmento espirocetdlico. Se conoce que la reduccidén en
medios acidos de Brgnsted o de Lewis con agentes reductores como: hidruro de litio aluminio,®*
hidrégeno,® trietilsilano®® y cianoborohidruro de sodio,** generan la adicién de un hidruro en C-22
de manera estereoselectiva (Esquema 17).

R? i LiAlH,4, AICI3, Et,0 seco;
6

i Hy, PtO,, ACOH; |

o)
iii Et3SiH, BF3*Et,0, CH,Cly;

6 \
64a: R'= H; R%= CHj (25R) iv: NaBH;CN, AcOH 89a: R'= H; R?= CHj, (25R)
64b: R'=CH3; R= H (255) 89b: R'=CH3; R?= H (255)

Esquema 17. Apertura reductiva de la cadena lateral espirostanica.
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1.4 Actividad antitumoral de sapogeninas esteroidales.

Ademas de su uso como materias primas, en trabajos realizados en los ultimos afios, se ha
demostrado que las sapogeninas esteroidales son compuestos bioactivos con posibles aplicaciones
en el tratamiento de multiples trastornos, entre los que se incluyen varios tipos de cancer. La
diosgenina (25) ha sido la mas estudiada y se ha demostrado que tiene efectos protectores y

terapeuticos.®>®°

Se ha informado que la diosgenina afecta diversas fases de la formacidon de tumores, incluida la
proliferacién de células tumorales, la apoptosis, la transicién epitelio-mesenquimal, la migracién
celular y la angiogénesis. Las investigaciones sobre los mecanismos anticancerigenos de la
diosgenina se centran principalmente en la inhibicidn de crecimiento e induccidn de la apoptosis.®
El efecto anticancerigeno de la diosgenina se ha estudiado en diversas lineas celulares tumorales y
se ha demostrado que esta bioactividad depende tanto del tipo de célula como de Ia
concentracion de la sapogenina. Hasta el momento se sabe que la diosgenina tiene actividad
antiproliferativa en el cancer de prostata (lineas celulares PC- 3 y DU-145 células), carcinoma de
colon (células HCT-116 y HT-29), eritroleucemia (células HEL), carcinoma escamoso (A431, Hep2, y
células RPMI 2650), carcinoma hepatocelular (células HepG2 y HCC), cancer gastrico (células BGC-
823), cancer de pulmén (células A549), cancer de mama (MCF-7) y leucemia mieloide crdénica

humana (CML) (células K562).%

Dentro de las diversas fases de la tumorigénesis, se ha observado que la diosgenina parece tener
una gran capacidad para inducir la muerte celular apoptdtica y evitar la transformacién a maligna.
Se ha demostrado que los efectos antitumorales de este compuesto, estdn mediados a través de la
activacion de la proteina p53 (activadora de la apoptosis), detencidn del ciclo celular, modulacién
de la actividad de caspasa-3 (inductora de la muerte celular) y activacidn de la via de seializacidn

de transcripcidon STAT3 (factor supresor de tumores).®>®’

1.5. Esteroides con actividad antioxidante.

Aun cuando se conoce una amplia variedad de esteroides bioactivos, hasta el momento se ha

descrito un nimero limitado de esteroides con actividad antioxidante.®®®
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El estrés oxidativo en células y tejidos se refiere a un desequilibrio en el organismo en el cual la
generacion de Especies Reactivas de oxigeno (O," y H,0, principalmente) se encuentra aumentada
y existe evidencia de que este desbalance esté involucrado en muchos desordenes de la salud

como el cancer, la aterosclerosis y la neurodegeneracion.”®”?

Debido a lo anterior, el estudio experimental y teérico de compuestos naturales y sintéticos con
actividad antioxidante ha recibido considerable atencidn en los Ultimos anos. El efecto protector
contra el estrés oxidativo, ejercido por los antioxidantes de origen natural como el a-tocoferol (90)
(también conocido como vitamina E) y el carotenoide fendlico 3,3'-dihidroxi-isorenieratano (91),
asi como el efecto del Trolox (92), un andlogo sintético soluble en agua de la vitamina E, han sido
bien documentados y el papel que tienen los grupos hidroxilo fendlicos presentes en estos
compuestos y en otros antioxidantes fendlicos, tales como el acido nordihidroguayarético (93) y el

resveratrol (94), son bien conocidos (Figura 11).”*7®

HO l

‘ : O
OH

OH OH 94

93

Figura 11. Algunos compuestos con actividad antioxidante.

La capacidad de ciertos esteroides, particularmente los estrégenos, para funcionar como
antioxidantes y capturadores de radicales libres ha sido bien documentada. Se ha descrito que
moléculas tales como el 17B-estradiol (5), y los catecolestréogenos 2-hidroxiestradiol (95) y 4-
hidroxiestradiol (96) demuestran una significativa actividad antioxidante en diferentes condiciones
experimentales y se ha sefialado que la caracteristica del anillo A fendlico en estas sustancias, que
distingue a estas hormonas de otros esteroides, es un componente crucial en la potencia de su

actividad biolégica (Figura 12).%%%%78%
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OH OH OH

HO HO HO
5 95 OH 96

Figura 12. Esteroides con actividad antioxidante.

Para determinar la actividad antioxidante de una sustancia se ha desarrollado una amplia gama de
métodos in vitro que esencialmente consisten en medir la resistencia de una sustancia a la
oxidacion cuando estad en presencia de antioxidantes potenciales. La mayoria de las pruebas se
llevan a cabo por el acortamiento del periodo de inducciéon de la reaccién en cadena, ya sea

mediante el uso de alta temperatura o un suministro aumentado de oxigeno.

A partir de estas pruebas, las actividades antioxidantes de una serie de compuestos puros y
extractos de plantas se han determinado a través de la medicidon del consumo de oxigeno o la
produccion de hidroperdxidos u otros productos de degradacion.®! Actualmente, un método muy
utilizado y que tiene un enfoque diferente para la medicidon de dicha actividad, es el del radical
estable 2,2-difenilpicrilhidrazilo (DPPH"), en el cual, para evaluar la actividad antioxidante de los
compuestos o extractos especificos, estos ultimos se hacen reaccionar con este radical. La
reduccion del DPPH® genera una disminucion de su absorbancia a una longitud de onda
caracteristica que es medible por métodos espectroscépicos. En su forma radical, el DPPH®
presenta una maxima absorbancia a 515 nm, que desaparece después de la reduccidn por parte

de otra molécula.?*®

1.6. Dimeros esteroidales.

Los dimeros esteroidales se consideraron inicialmente como meras curiosidades que se obtenian
como subproductos en algunas reacciones y posteriormente fueron encontrados en la naturaleza.
Actualmente han recibido considerable atencién por parte de los quimicos organicos debido a las
particulares propiedades fisicas y quimicas que presentan estos compuestos, ademas de que son

bien conocidos por su arquitectura rigida, predecible y asimétrica.?*®
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Los dimeros esteroidales se pueden clasificar de acuerdo a su estructura, en dimeros aciclicos o
lineales y en dimeros ciclicos. Los dimeros lineales implican conexiones directas entre los anillos
del nucleo esteroidal (97, 98), a través del metilo C-19 o por medio de grupos espaciadores (99) y
forman el grupo principal de dimeros esteroidales. Por otro lado, en los dimeros ciclicos, la
dimerizaciéon directa o a través de espaciadores genera nuevas estructuras macrociclicas como los

ciclocolatos o colafanos (100) (Figura 13).2%¢

100

Figura 13. Diferentes estructuras presentes en los dimeros esteroidales de origen natural y

sintético

Estas sustancias pueden clasificarse también en dimeros simétricos (97, 99, 100); cuando esta
formado por dos unidades monoméricas idénticas, o en no-simétricos (98) cuando las unidades
monoméricas que lo conforman son distintas o cuando dos unidades idénticas estan unidas de
manera que no hay simetria en el dimero resultante. Otra forma de clasificar a los dimeros

esteroidales es de acuerdo a su origen en dimeros naturales o sintéticos.®

Como consecuencia al desarrollo actual en el campo de los dimeros esteroidales, se ha hecho
necesaria una nueva definicion para los dimeros esteroidales simétricos y no-simétricos, que
permita incluir con mayor precision a muchos de los nuevos derivados. Nuestro grupo de trabajo

propone las siguientes definiciones: Dimero simétrico, cuando se compone de unidades idénticas
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(97); Dimero no-simétrico, cuando las unidades que lo componen pertenecen a la misma familia
esteroidal, pero se diferencian en algun sustituyente, centro estereogénico o no estan unidas de
forma simétrica (98, 99). Se sugiere también la inclusion del término Dimero hibrido, que se define
como un dimero en el que las unidades que lo componen pertenecen a familias esteroidales

distintas.

Los productos de la dimerizacion del nucleo esteroidal han mostrado tener caracteristicas
especiales que los hacen compuestos con aplicaciones en diferentes areas. Las cefalostatinas y
ritterazinas son dimeros esteroidales no-simétricos de origen natural que demostraron ser de los
mas potentes antitumorales descritos hasta la fecha. En especial, la cefalostatina 1 (101) mostré
tener una DEsy de 0.1 — 0.001 pM sobre lineas celulares de leucemia linfocitica P-388 (Figura

14).16,87

Figura 14. Estructura de la cefalostatina 1.

En el area de liberacién de farmacos, Janout y colaboradores disefiaron las llamadas sombrillas
moleculares, que son dimeros esteroidales derivados del acido célico, que ayudan a una molécula
huésped de caracter polar a atravesar la membrana celular por difusién, gracias a las propiedades

anfifilicas de los esteroides que la conforman (Figura 15).%%%
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Figura 15. Estructura de una sombrilla molecular.
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Algunos otros dimeros esteroidales demostraron tener potencial aplicacién en el area del diseiio
de materiales y en la quimica supramolecular, pues algunas de estas sustancias tienen
propiedades como cristales liquidos (103), formadores de micelas (104) o como

organocatalizadores (105) (Figura 16).°*%*

Qo

NHz 7

=z

105
104

Iz

“OH

Figura 16. Dimeros esteroidales con aplicaciones en la sintesis y en disefio de materiales.

Nuestro grupo de trabajo ha hecho recientemente aportaciones importantes al campo de los
dimeros esteroidales. Se informé la sintesis de novedosos dimeros esteroidales unidos a través de
un fragmento de tereftaloilo que mostraron arreglos cristalinos interesantes (Esquema 18A).*
También se reportd el disefio, sintesis y caracterizacién de un nuevo dimero esteroidal simétrico
unido por un puente dietinil-bencénico (109) obtenido a través de una doble reaccidon de
acomplamiento de Sonogashira. Este nuevo derivado mostré ser un rotor molecular con ejes

flexibles y se probd que posee propiedades muy importantes como maquina molecular (Esquema

18B).”
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cloruro de tereftaloilo (0.5 eq),
DMAP, Et;N

tolueno, reflujo

1,4-diyodobenceno,
Pd[PPh3]s, Cul EtsN

Esquema 18. Aportaciones de nuestro grupo de investigacion a los dimeros esteroidales.

1.7. Solvatomorfismo.

La propiedad que tienen algunas moléculas de presentar diferentes formas cristalinas ha llamado
la atencién de la comunidad quimica y farmacéutica en los ultimos afos, pues se ha observado
gue muchas sustancias de interés bioldgico se pueden obtener en mas de una forma cristalina y

las propiedades de estos sélidos a menudo pueden ser bastante diferentes.”®’

El polimorfismo es la propiedad de una sustancia para presentar diferentes estructuras cristalinas
y que cada una de ellas tiene la misma composicién elemental. Por otro lado, el término
solvatomorfismo ayuda a definir los sistemas cristalinos de una sustancia que puede existir con
distintos arreglos, pero donde las celdas unitarias son distintas en su composicidon debido a que

presentan la inclusién de una o mas moléculas de disolvente en la red cristalina.?®®

Las propiedades como: capacidad calorifica, densidad, difusividad, dureza, color del cristal,
solubilidad, higroscopicidad, entre otras; de un material dado, se ven afectadas por la naturaleza
cristalina de la sustancia y esto puede tener un efecto directo en las aplicaciones del material.”® Un
ejemplo de esto es lo que ocurre con el conocido farmaco antiparasitario mebendazol (110). La
forma metaestable C (Figura 17A) se prefiere clinicamente debido a su biodisponibilidad y menor

toxicidad, pero se ha informado que este polimorfo puede convertirse en la forma A (Figura 17B),
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en condiciones de mayor temperatura y humedad relativa, que es termodindmicamente mas

estable pero menos soluble y con una menor efectividad farmacoldgica.”*

b" oo 1333 "
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N N /H ‘\\,—OCH3 \ .)_Q 7A b 258
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o~ ~N H \ 194 /294 < ! /:' 214 !
0 110 “o Av\ 1’\,_
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e \/»—g A 2394 g_q,\ “': 2394
H)'\ ¢ A
Mebendazol Forma C Mebendazol Forma A
Recristalizado de metanol Recristalizado de acido acético/metanol

Figura 17. Formas cristalinas A y C del mebendazol.

Los solvatomorfos pueden clasificarse en cuanto a la relacién del compuesto huésped respecto al
disolvente en: estequiométricos, en los que existe una relacion definida de disolvente a molécula
huésped definida; y en no estequiométricos, donde la relacidn de disolvente a molécula puede
variar continuamente.”® Griesser identificé ademas a los solvatomorfos no estequiométricos como
disoluciones sdlidas en las que el disolvente puede estar presente en un modo intersticial, también

llamados co-cristales intersticiales.*™

Para las disoluciones acuosas, la formacién y estabilidad de la red cristalina con el disolvente se
debe a fuerzas intermoleculares fuertes en disoluciones de electrolitos, debido a las interacciones
electrostdticas de iones con moléculas de disolventes polares. No obstante, cualquier agregado
gue consiste en un ién o molécula con una o mas moléculas de disolvente se denomina solvato.
Esto ultimo, no es consistente con la situacidon en la mayoria de los solvatos cristalinos de
compuestos organicos, donde las moléculas de disolventes interaccionan en los arreglos cristalinos
a través de enlaces de hidrégeno o interacciones débiles (Fuerzas de van der Waals, interacciones

hidrofébicas) entre el disolvente y las moléculas huésped.*®**!

Como se sefiald, el papel de una molécula de disolvente es dar estabilidad a una red cristalina y

esto puede lograrse de dos maneras principalmente: una donde las moléculas del disolvente
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ocupan posiciones aisladas en la estructura cristalina y otra donde las posiciones reticulares

agrupan las moléculas de disolvente a lo largo de canales en el arreglo cristalino.”®

El farmaco sulfatiazol (111) ha demostrado tener una gran capacidad de formacién de solvatos

donde las moléculas de disolvente estan en las cavidades del arreglo tetragonal, donde la relacién

102,103

entre moléculas de farmaco y moléculas de disolvente es 1:1 (Figura 18).

Figura 18. Formas cristalinas de 111. A: Estructura cristalina del complejo de inclusiéon con N-
formil-piperidina, B: Estructura cristalina del solvatomorfo que incluye piridina en la cavidad

tetragonal.

Los solvatomorfos en los cuales las moléculas de disolvente estdn ubicadas adyacentes a otras
formando una cadena a lo largo de la red cristalina se dominan solvatos de tipo canal. Esta
caracteristica estructural se puede concebir como un canal de disolvente que existe a través del

cristal.”®

Un ejemplo de este tipo de solvatomorfos son los que se obtienen con la N,N’-
ditiodiftalimida (112) con nitrometano, etilbenceno, p-xileno y tolueno, en los que las moléculas
de disolvente se encuentran desordenadas dentro de las cavidades formando canales continuos
creados por secuencias de interacciones de apilamiento 1 - 1t y enlaces de hidrégeno (Figura

19).104
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Figura 19. Solvatomorfos del compuesto 112 con nitrometano (A) y con p-xileno (B).
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También se informd que el diacetato de triamcinolona (113), un farmaco corticosteroide, al
cristalizar presentd un arreglo cristalino ortorrombico que contenia canales a lo largo del eje

cristalografico, en el que se podian incluir varias moléculas de disolvente, en una relacion

105

molécula-disolvente 1:1 (Figura 20).

Figura 20. Solvatomorfos del esteroide 113 con acetona (A) y con etanol (B).

Por otro lado, se describié que el dimero esteroidal 2,5-Bis(17a-etinil-5a-androst-2-en-173-ol)-4-
nitroanilina generd un arreglo cristalino que presentaba cavidades que podrian reconocer o
atrapar moléculas pequenas dentro de la red cristalina. A través de estudios in silico se encontré

que presentaba afinidad por distintas moléculas, entre las que se incluia al benceno (Figura 21).*%®

Figura 21. Canales en la red cristalina del dimero 2,5-Bis(17a-etinil-5a-androst-2-en-17f-ol)-4-

nitroanilina con benceno en modelado in silico con fugacidad de 10 kPa a 298 K.
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Capitulo 2. Hipétesis y Objetivos

2.1. Hipétesis

Como se sabe, las modificaciones a la cadena lateral de las sapogeninas esteroidales, generan
compuestos que presentan propiedades que difieren drasticamente de los materiales de partida
ya sea en la reactividad, propiedades bioldgicas y/o en sus propiedades en estado sélido y existen

muchos ejemplos, entre los que se puede mencionar a los 23E-bencilidenespirostanos.

Por lo tanto, podemos asumir que los productos de las reacciones de condesacion aldélica entre
sapogeninas esteroidales y benzaldehidos mono- y polihidroxilados generaran nuevos derivados
esteroidales que presenten desviaciones importantes en la actividad biolégica y en el perfil de

reactividad de la cadena lateral espirocetalica, en los compuestos obtenidos.

Por otro lado, a través de las reacciones de condensacién alddlica serd posible obtener dimeros
esteroidales simétricos, utilizando al tereftalaldehido o dimeros hibridos, al utilizar benzaldehidos
esteroidales. Se espera que los dimeros obtenidos también presenten propiedades bioldgicas y

cristalinas interesantes.

2.2. Objetivos Generales
e Extender las reacciones de condensacidn aldélica entre sapogeninas esteroidales y derivados
del benzaldehido a la sintesis de nuevos bencilidenespirostanos y espirocromenos esteroidales

con potencial actividad como antitumorales y antioxidantes.
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Hacer un estudio del perfil de reactividad de los compuestos bencilidenespirostanos
obtenidos.
Hacer propuestas de mecanismos de reaccidén para explicar la formacién de los derivados

obtenidos.

2.3. Objetivos Particulares

O

Realizar una exploracion de la reactividad de la cadena lateral de los 23E-benciliden-
espirostanos de las series 25R y 25S, a través de las reacciones de epoxidacion, reduccién
catalitica y acetdlisis.

Realizar la desproteccién de todas las funciones oxigenadas de los diferentes 23E-benciliden-
espirostanos, para realizar posteriores pruebas de actividad bioldgica.

Desarrollar una nueva metodologia en condiciones mas suaves para la sintesis de los 23E-
bencilidenespirostanos y de los espirocromenos derivados sapogeninas esteroidales.

Estudiar la reactividad de los 23E-bencilidenespirostanos en medio acido.

Llevar a cabo la sintesis de los bencilidenespirostanos y espirocromenos a partir de
benzaldehidos mono- y polihidroxilados.

Llevar cabo la obtencién de dimeros 1,4-dimetiliden-benceno simétricos de sapogeninas
esteroidales con la metodologia desarrollada por nuestro grupo de trabajo, utilizando al
aldehido terftalico como materia prima.

Obtener los dimeros simétricos dibenciliden-furostano y dibencil-espirostano a través de las
reacciones de reduccién con cianoborohidruro de sodio en acido acético e hidrogenacion
catalitica, a partir de los dimeros simétricos 1,4-dimetiliden-benceno derivados de
sapogeninas esteroidales.

Sintetizar los dimeros hibridos de tipo bencilidenespirostano y espirocromeno derivados de
sapogeninas esteroidales, utilizando al 2-formilestradiolcomo materia prima, para obtener los

correspondientes dimeros esteroidales unidos por la cadena lateral de la sapogenina.
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Capitulo 3. Sintesis y estudio de la reactividad de los 23E-bencilidenespirostanos y de los

dimeros 1,4-dimetilidenbencen-diespirostanos.

3.1. Sintesis y estudio de la reactividad de los 23E-bencilidenespirostanos.

Considerando la reactividad particular que presentan los 23E-bencilidenespirostanos a causa de la
presencia del fragmento bencilideno en la cadena lateral, se decidié explorar mas a fondo el perfil
de reactividad de esta familia de compuestos en busca de nuevos derivados que puedan mostrar
actividad biolégica o ser Utiles como materias primas para la sintesis de esteroides bioactivos mas
complejos. Debido a esto se analizd el comportamiento de estas sustancias en reacciones como

hidrogenacidn catalitica, epoxidacidon, reordenamiento en medio acido y acetdlisis.

3.1.1. Obtencion de los 23E-bencilidenespirostanos.

La sintesis de los bencilidenespirostanos 79a-e se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita
por nuestro grupo de investigacién en trabajos anteriores® y los productos deseados se
obtuvieron en rendimientos similares a los reportados (47 — 90%). La identidad de los compuestos
obtenidos se corroboré comparandolos por cromatografia en capa delgada (CCD) con un patrones

de referencia de cada derivado y por comparacion de espectros de RMN (Esquema 19).

BF3'Et20
——=
CH,Cl,

: R'= H-50, R2= H, R’= HH, R*= H, R= CH; (25R) 92%
: R'= H-58, R2= H, R°= H,H, R* = CH3, R®= H (25S) 87%
: R'= H-50, R%= H, R= 0, R*= H, R®= CHj (25R) 53%
:R'= A% R%= H, R’= H,H, R*= H, R®= CHj (25R) 91%

: R'= H-5¢, R%= A7, R’= H,H, R*= H, R= CH3 (25R) 47%

O 2 0 T o

Esquema 19. Sintesis de los 23E-bencilidenespirostanos de las series 25R y 258S.

3.1.2. Hidrogenacion catalitica.

La reduccién catalitica del compuesto (5a,25R)-23E-benciliden-tigogenina (79a) con paladio sobre
carbono (Pd/C) en CH,Cl, y etanol bajo atmdsfera de H,, generd Unicamente el (23S,25R)-23-
bencil-espirostano (81a) con un 98% de rendimiento. Sin embargo, un tratamiento similar del

compuesto (58,255)-23E-benciliden-sarsasapogenina (79b) produjo en un 89% de rendimiento una
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mezcla que al purificar por cromatografia en columna, se obtuvieron muestras analiticas de los
compuestos identificados como el (23S5,255)-23-bencilespirostano (81b) con el grupo bencilo
ecuatorial en C-23 y el epimero axial (23R,255)-23-bencilespirostano (114b) en una relacién 1:1.2,
respecivamente, que fue determinada en el espectro de RMN de 'H de la mezcla epimérica.

(Esquema 20).

H,, PdiC
CH,Cl,, EtOH

a: H-5a, R4=H, Ry= CH3 (25R) 81a (98%)
b: H-58, R= CH3, Ry= H (25S) Mezcla 81b:114b (89%) relacion 1:1.2

Esquema 20. Reduccion catalitica de los bencilidenespirostanos 79a/b.

La alta diastereoselectividad observada en la hidrogenacidn del derivado bencilidenespirostano de
la serie 25R (79a), puede atribuirse a la presencia del oxigeno axial unido a C-22 que impide la
hidrogenacién por la cara a, dejando la hidrogenacién por la cara B como la via mds favorecida.
Por el contrario, en la serie 255, el oxigeno axial unido a C-22 y el grupo metilo axial unido a C-25
impiden estéricamente los lados a y B respectivamente, justificando la falta de

diastereoselectividad en este sustrato.

En el espectro de RMN de 'H, la principal evidencia de la reduccién del doble enlace C-23 — C-23’,
es la desaparicidon de la sefial del protdn olefinico C-23’, que en los materiales de partida aparece
en 6.57 (25R) y 6.72 (25S) ppm (79b)."* Adicionalmente, la presencia de nuevas sefiales
correspondientes al par de protones diasterotdpicos H-23’a y H-23’b, ademas de las sefiales de H-
23, hacen evidente la reduccién del doble enlace. Por otra parte, en el espectro de RMN de B¢, la
desaparicidén de las sefiales de los carbonos olefinicos C-23 y C-23’ y la aparicidon de dos sefiales
alifaticas correspondientes a estas posiciones, constituyen la principal evidencia de la reduccién.
Los desplazamientos quimicos que pertenecen a las sefiales de RMN de 'H y de *C de las cadenas

laterales de los derivados obtenidos se encuentran recopilados en las Tablas 1y 2.
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Tabla 1. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los bencil-espirostanos 81a, 81b y 114b.

Se incluyen las sefiales de las materias primas 79a/b con fines comparativos.

H 79a 8la Dsg1a-579a 79b 81b Asg1b-5790 114b Ds114p-5796
16 4.44 4.41 -0.03 4.47 4.43 -0.04 4.42 -0.05
18 0.83 0.81 -0.02 0.85 0.80 -0.05 0.73 -0.12
20 2.59 2.39 -0.20 2.50 2.33 -0.17 2.22 -0.28
21 1.10 1.11 +0.01 1.11 1.03 -0.08 1.09 -0.02
23 - 1.89 - - 2.12 - 2.02 -
26ax. 3.55 3.30 -0.25 4.05 3.88 -0.17 3.86 -0.19
26eq. 3.55 3.43 -0.12 3.32 3.26 -0.06 3.25 -0.07
27 0.80 0.71 -0.09 0.99 0.97 -0.02 0.92 -0.07
23’a 2.97 -3.60 2.97 -3.75 2.97 -3.75
23’b 6.57 2.31 -4.26 6.72 2.33 -4.39 2.41 -4.31
orto 7.23 7.28 +0.05 7.21 7.27 +0.06 7.12 -0.09
meta 7.34 7.24 -0.10 7.32 7.13 -0.19 7.23 -0.09
para 7.23 7.24 +0.01 7.21 7.18 -0.03 7.12 -0.09

Tabla 2. Sefiales de RMN de ™C de las cadenas laterales de los bencil-espirostanos 81a, 81b y

114b. Se incluyen las sefiales de las materias primas 79a/b con fines comparativos.

C 79a 81a Dsg1a-579a 79b 81b Dsg1p-5790 114b Ds114p-5796
16 80.4 80.8 +0.4 81.0 81.0 0.0 80.4 -0.6
17 61.6 61.6 0.0 61.8 61.5 -0.3 63.3 +1.5
18 16.7 16.7 0.0 16.7 16.7 0.0 16.5 -0.2
20 37.3 36.9 -0.4 39.8 37.3 -2.5 38.3 -1.5
21 14.8 14.4 -0.4 14.7 14.2 -0.5 16.5 +1.8
22 110.5 111.2 +0.7 111.4 111.8 +0.4 112.3 +0.9
23 137.1 40.3 -96.8 136.8 34.6 -102.2 42.4 -94.4
24 32.9 34.3 +1.4 30.9 31.8 +0.9 30.0 -0.9
25 33.1 30.7 2.4 30.3 28.0 -2.3 28.5 -1.8
26 66.1 66.0 -0.1 65.1 64.3 -0.8 65.8 +0.7
27 17.2 16.9 -0.3 18.3 16.6 -1.7 20.3 +2.0
23’ 122.8 37.2 -85.6 122.8 37.1 -85.7 37.7 -85.1

ipso 137.2 140.9 +3.7 137.2 140.9 +3.7 140.9 +3.7
orto 129.1 129.1 0.0 129.1 129.0 -0.1 129.1 +0.0
meta 128.1 128.2 +0.1 128.0 128.2 +0.2 128.2 +0.2
para 126.5 125.8 -0.7 126.5 125.7 -0.8 125.8 -0.7

Las correlaciones NOE H-234-20 y H-23<>H-21 presentes en los compuestos 81a y 81b indican la
cercania espacial de estos nucleos, siendo posible solo cuando el protédn H-23 se encuentra en
posicidon axial, ademas una correlacion NOE entre H-23 y H-27 en el compuesto 81b que permite
corroborar la asignacion realizada. En el caso del compuesto 114b, el efecto NOE observado entre

H-23’ — H-20 y H-23’ — H-27, permite asignar con seguridad la orientacién axial del fragmento
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bencilo y de esta manera determinar la configuracion 23R. (Esquema 20). Las estructuras

propuestas de los compuestos bencil espirostanos 81a, 81b y 114b fueron corroboradas por

experimentos de Rayos X de Monocristal (Figura 22).

Figura 22. Estructuras cristalinas de los 23-bencil-espirostanos 81a, 81b y 114b con los elipsoides

térmicos trazados al 30% de probabilidad.

3.1.3. Epoxidacion.

El tratamiento de la (5a,25R)-23E-benciliden-tigogenina (79a) con m-CPBA en CH,Cl, durante 24 h,
produjo en un 44% de rendimiento, una mezcla de dos compuestos que fueron parcialmente
separados e identificados como el 23,23’-a-epoxi-23-bencil-espirostano 115a y el 23,23’-B-epoxi-
23-bencil-espirostano 116a en una relacion 1.6:1, respecivamente, que fue determinada en el
espectro de RMN de 'H de la mezcla epimérica. Por otra parte, cuando se aplicé el mismo
tratamiento al bencilidenespirostano 79b, solo se generd el epdxido 115b con un 40%, pero en un
proceso mucho mas lento (96 h) (Esquema 21). En ambas reacciones se observd una extensa

descomposicién a mezclas de varios compuestos minoritarios no identificados.

115a/b

a: H-5a, R1= H, Ry= CH3 (25R) Mezcla 115a:116a (44%) relacion 1.6:1
b: H-58, Ri= CH3, Ry= H (25S) 115b (40%)

Esquema 21. Epoxidacion de los 23E-bencilidenespirostanos 79a/b.
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En el espectro de RMN de 'H se puede notar principalmente la desaparicion de la sefial olefinica
de H-23’ y la presencia de una nueva sefial a campo mads alto que corresponde a H-23’, que es
ahora un hidrégeno carbindlico. Del mismo modo, en el espectro de RMN de *C se puede notar la
desaparicién del doble enlace C-23 — C-23’ y la aparicion de dos nuevas sefiales de carbonos
carbindlicos. Los desplazamientos quimicos correspondientes a las sefiales de RMN de H y de **C

de las cadenas laterales de los derivados obtenidos se encuentran agrupados en las Tablas 3 y 4.

Tabla 3. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los epoxi-bencil-espirostanos 115a,

116ay 115b. Se incluyen las sefiales de las materias primas 79a/b con fines comparativos.

H 79a 115a Ds1152-579a 116a Ds116a-579a 79b 115b Ds1156-579b
16 4.44 4.48 +0.04 4.51 +0.07 4.47 4.49 +0.02
18 0.83 0.86 +0.03 0.89 +0.06 0.85 0.85 0.00
20 2.59 2.19 -0.40 2.11 -0.48 2.50 2.17 -0.33
21 1.10 1.12 +0.02 1.09 -0.01 1.11 1.17 +0.06
26ax. 3.55 3.48 -0.07 3.43 -0.12 4.05 4.03 -0.02
26eq. 3.55 3.46 -0.09 3.58 +0.03 3.32 3.26 -0.06
27 0.80 0.63 -0.17 0.72 -0.08 0.99 0.64 -0.35
23’ 6.57 4.10 -2.47 4.27 -2.30 6.72 4.14 -2.58
orto 7.23 7.32 +0.09 7.31 +0.08 7.21 7.31 0.10
meta 7.34 7.32 -0.02 7.31 -0.03 7.32 7.31 -0.01
para 7.23 7.32 +0.09 7.31 +0.08 7.21 7.31 +0.10

Tabla 4. Sefiales de RMN de "C de las cadenas laterales de los epoxi-bencil-espirostanos 10a, 11a

y 10b. Se incluyen las sefiales de las materias primas 79a/b con fines comparativos.

C 79a 115a Ds1150-579a 116a Ds116a-579a 79b 115b Ds115b-5796
16 80.4 81.2 +0.8 81.8 +1.4 81.0 81.2 +0.2
17 61.6 63.1 +1.5 62.3 +0.7 61.8 62.7 +0.9
18 16.7 16.4 -0.3 16.8 +0.1 16.7 16.4 -0.3
20 37.3 333 -4.0 35.8 -1.5 39.8 33.6 -6.2
21 14.8 16.7 +1.9 16.1 +1.3 14.7 16.2 +1.5
22 110.5 109.9 -0.6 109.6 -0.9 111.4 110.5 -0.9
23 137.1 62.5 -74.6 63.2 -73.9 136.8 61.0 -75.8
24 32.9 31.1 -1.8 33.1 +0.2 30.9 27.7 -3.2
25 33.1 30.9 -2.2 29.1 -4.0 30.3 30.1 -0.2
26 66.1 66.0 -0.1 66.0 -0.1 65.1 64.5 -0.6
27 17.2 16.7 -0.5 16.9 -0.3 18.3 171 -1.2
23’ 122.8 61.2 -61.6 59.5 -63.3 122.8 62.1 -60.7

ipso 137.2 135.1 -2.1 135.4 -1.8 137.2 135.2 -2.0
orto 129.1 126.3 -2.8 126.3 -2.8 129.1 126.8 -2.3
meta 128.1 128.0 -0.1 128.0 -0.1 128.0 127.8 -0.2
para 126.5 127.5 +1.0 127.4 +0.9 126.5 127.5 +1.0
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En los derivados obtenidos de la serie 25R, se observa en el compuesto 115a un efecto NOE entre
la sefial del H-23’ con los hidrégenos H-20 y H-21 que permitié establecer la orientacion a del
anillo de oxirano, mientras que en el derivado 116a se observa la correlacion NOE con los
hidrégenos H-18 y H-20 lo que indica la orientacién B del epdxido (Esquema 21). La orientacion a
del epoxido en el derivado de la serie 255 115b, se determind con experimentos NOESY tal y como
se describié para el derivado 115a. Las estructuras de los derivados 115a y 115b fueron

corroboradas a través de experimentos de difraccion de rayos X de monocristal (Figura 23).

Figura 23. Estructuras cristalinas de los compuestos 115a y 115b con los elipsoides térmicos

trazados al 50% de probabilidad

La distribucidn de los productos obtenidos se explica por la influencia que tiene la configuracién C-
25. En el bencilidenespirostano 79a de la serie 25R, el metilo C-27 se encuentra en posicion
ecuatorial, por lo que la coordinacién entre el alqueno y el m-CPBA puede ocurrir por ambas caras
del anillo F con poco impedimento estérico. Sin embargo, en el compuesto 79b C-27 es axial e
impide estéricamente la coordinacién del peracido por la cara superior del anillo F y en

consecuencia se obtiene Unicamente el epdxido a.

3.1.4. Reordenamientos de la cadena lateral catalizados por dcidos.

3.1.4.1 Sintesis de los espiro[furan-indenos] derivados de sapogeninas esteroidales.

En busqueda de un nuevo método para la obtencién de los productos de la condensacién alddlica
entre sapogeninas esteroidales y benzaldehidos, en condiciones mas suaves a las reportadas por
nuestro grupo de trabajo (48 mmol de BF;¢Et,0),> se llevé a cabo la sintesis del 23E-
bencilidenespirostanos en CH,Cl, y acido acético utilizando una minima cantidad BF;*Et,0 (4.8
mmol) como catalizador. Sin embargo, aunque esta nueva metodologia generd los esperados 23E-

bencilidenespirostanos (79a-c) en un primer paso, al seguir la reaccion su curso, generd una nueva
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familia de derivados esteroidales con un fragmento de espiro[furan]indeno en la cadena lateral

(117a-c) con rendimientos del 20%, 11% y 51% respectivamente (Esquema 22).

R2

BF3°Et,0, AcOH
+ CH,Cl,

64a-c 78 -

H3CCOO
H NOE
a: H-50, Ry= H,H, Ry= H, R3= CH; (25R) 117a (t 63 h, 20%)
b: H-58, Ry= H,H, Ro= CHa, Ry= H (259) 117b (t 30 h, 11%)
c¢: H-5a, Ry= O, Ry= H, R3= CH3 (25R) 117c¢ (t: 50 h, 51%)

Esquema 22. Sintesis modificada de los 23E-bencilidenespirostanos.

Debido a lo observado, se hizo un estudio para generar los espiroindenos a partir de los
bencilidenespirostanos 79a-c, a través del tratamiento en CH,Cl, y acido acético, utilizando
BF3;¢Et,0 (4.8 mmol) como catalizador y de esta reaccidn se obtuvieron los derivados 117a-c con

rendimientos que van de moderados a bajos (13%, 25% y 40% respectivamente) (Esquema 23).

BF3+Et,0, AcOH

CH,Cl,
CH3;C0O0
79a-c a: H-5a, Ry= H,H, Ry= H, R3= CH3 (25R) 117a (t: 48 h, 13%)
b: H-58, Ry= H,H, Ry= CH3, Rg= H (25S) 117b (t: 24 h, 0%; t: 240 h, 25%)

¢: H-50, Ry= O, Ry= H, Rg= CHj (25R) 117c (t: 48 h, 40%)

Esquema 23. Reordenamiento de la cadena lateral de los 23E-bencilidenespirostanos.

En ambas reacciones se observa que los mejores rendimientos se obtienen al utilizar como
materia prima a los esteroides que presentan un grupo carbonilo en C-12 (64c y 79c), que al
parecer modula la catdlisis dcida para favorecer la formacién del espiroindeno en la cadena lateral.

Cabe sefialar que cuando se llevd a cabo la reaccidn con el derivado 79b (serie 25S) la materia
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prima se consumié después de 24 horas sin observarse la formacién del compuesto deseado sino
hasta después de las 48 horas. La reaccidn se continud durante 10 dias para estudiar si después de
este periodo de tiempo habia una mejora en el rendimiento del producto deseado, sin embargo

no hubo gran diferencia con los resultados obtenidos anteriormente.

En los espectros de RMN de 'H, los derivados espiroindenos de las series 25R (117ay 117c) y 255
(117b) presentan variaciones similares, la mds importante a notar es la pérdida de un H-orto y la
diferenciacidn de las sefiales aromaticas, asi mismo hay un corrimiento a campo mas alto de H-23’
(7’ para el espiroindeno). En el espectro de RMN de C se observa la desaparicién de la sefial
espirocetdlica y la presencia de una nueva sefial a campo mas alto correspondiente a C-22.
Adicionalmente, cabe destacar el corrimiento a campo mas alto de las sefiales correspondientes a
C-7’, que ahora pertenece al ciclo del indeno y de C-1' que es un nuevo carbono aromatico
cuaternario. El efecto NOE observado entre H-2'¢>H-16 y H-2'¢>H-17 permitié determinar que la
configuracion 22R de C-22 dénde el anillo aromatico estd orientado hacia la cara a de la molécula
(Esquema 22). Los corrimientos quimicos correspondientes a las sefiales de los espectros de 'H'y
B¢ de las cadenas laterales de los derivados espiro[furan]indenos se encuentran recopilados en las

tablas 5y 6.

Tabla 5. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los espiro[furan-indenos] 117a-c. Se

incluyen las sefiales de los 23E-bencilidenespirostanos 79a-c con fines comparativos.

H 79a 1178 Dsurasres 79b 117b  Asumems 79c 117¢  Douresrn
16 4.44 4.99 +0.55 4.47 5.00 +0.53 4.37 4.92 +0.55
17 1.90 2.20 +0.30 1.88 2.21 +0.33 2.67 3.04 +0.37
18 0.83 0.99 +0.16 0.85 0.99 +0.14 1.11 1.26 +0.15
20 2.59 2.55 -0.04 2.50 2.53 +0.03 2.44 2.39 -0.05
21 1.10 0.55 -0.55 1.11 0.55 -0.56 1.20 0.64 -0.56
26a 3.55 4.00 +0.45 4.05 4.05 0.00 3.54 4.01 +0.47
26b 3.55 4.00 +0.45 3.32 3.96 +0.64 3.54 4.01 +0.47
27 0.80 0.98 +0.18 0.99 1.03 +0.04 0.80 0.98 +0.18
23’ (7’) 6.57 6.36 -0.21 6.72 6.36 -0.36 6.54 6.38 -0.16
orto (1) 7.23 - - 7.21 - - 7.23 - -

orto (5’) 7.23 7.11 -0.12 7.21 7.10 -0.11 7.23 7.11 -0.12
meta (2’) 7.34 7.32 -0.02 7.32 7.32 0.00 7.33 7.33 0.00
meta (4’) 7.34 7.05 -0.29 7.32 7.05 -0.27 7.33 7.07 -0.26
para (3’) 7.23 7.16 -0.07 7.21 7.16 -0.05 7.23 7.18 -0.05
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Tabla 6. Sefiales de RMN de *C de las cadenas laterales de los espiro[furan-indenos] 117a-c. Se

incluyen las sefiales de los 23E-bencilidenespirostanos 9a-c con fines comparativos.

C 79a 1178 Asresrs 79b 117b  Dsuwsrss 79c 117c Dsrirese
16 80.4 84.3 +3.9 81.0 84.3 +3.3 78.9 82.5 +3.6
17 61.6 63.2 +1.6 61.8 63.3 +1.5 52.9 53.9 +1.0
18 16.7 16.9 +0.2 16.7 17.0 +0.3 16.2 16.5 +0.3
20 37.3 36.2 -1.1 39.8 36.2 -3.6 37.8 36.7 -1.1
21 14.8 15.3 +0.5 14.7 15.3 +0.6 13.6 14.0 +0.4
22 110.5 101.2 -9.3 111.4 101.0 -10.4 110.6 101.2 -9.4
23 137.1 148.5 11.4 136.8 148.6 +11.8 137.0 147.9 +10.9
24 329 31.0 -1.9 30.9 304 -0.5 32.9 30.9 -2.0
25 33.1 314 -1.7 30.3 31.5 +1.2 33.1 31.3 -1.8
26 66.1 69.6 +3.5 65.1 69.0 +3.9 66.1 69.5 +3.4
27 17.2 17.1 -0.1 18.3 17.5 -0.8 17.2 17.0 -0.2

23’ (7') 122.8 128.5 +5.7 122.8 128.1 +5.3 122.9 128.8 +5.9
ipso (6’) 137.2 145.5 +8.3 137.2 145.3 +8.1 137.0 145.1 +8.1

orto (1') 129.1 142.8 13.7 129.1 142.8 +13.7 129.1 142.6 +13.5
orto (5') 129.1 120.6 -8.5 129.1 120.6 -8.5 129.1 120.6 -8.5
meta (2') 128.1 124.0 -4.1 128.0 123.9 -4.1 128.1 124.0 -4.1
meta (4') 128.1 124.6 -3.5 128.8 124.5 -4.3 128.1 124.7 -3.4
para (3’) 126.5 127.9 +1.4 126.5 127.9 +1.4 126.6 128.1 +1.5

La estructura propuesta del compuesto 117c fue corroborada a con experimentos difraccién de

rayos X de monocristal (Figura 24).

Figura 24. Estructura cristalina del compuesto 117c con los elipsoides térmicos trazados al 50% de

probabilidad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se buscaron nuevas condiciones de reaccién para llevar a
cabo la sintesis de los bencilidenespirostanos y estudiar si estas modificaciones a la técnica eran
adecuadas para favorecer también la formacidn de los derivados espiro[furan-indenos]. Para esto,
se llevé a cabo la sintesis de la bencilidentigogenina (79a) en acido acético a temperatura

ambiente, sin que se observara cambio en la materia prima después de 96 horas de reaccion.

40



Posteriormente, se llevd a cabo el procedimiento antes mencionado, pero manteniendo la
reaccion a reflujo durante 96 horas, pero tampoco se observd la formaciéon de los productos
deseados. Adicionalmente, se intentd la sintesis del compuesto 79a en CH,CI, utilizando TiCl, (2

eq.) como catalizador sin obtener resultados satisfactorios (Esquema 24).

o

6 oH.__O
i
H,CCOO *
H
78

Esquema 24. Diferentes condiciones para la sintesis de 79a.

i AcOH, t.a, 96 h;
[¢)
ii: AcOH, reflujo, 96 h;

[o] N/
jiii: TiCly 1 M en CH,Cl, (2 eq.), 7\
CH,Cl,, 96 h.

Para optimizar la sintesis del derivado espiroindeno de la tigogenina (117a), se evaluaron
diferentes dcidos como catalizadores, conservando al 4cido acético en el medio de la reaccién y
utilizando como materiales de partida a la mezcla de acetato de tigogenina(64a)/benzaldehido(78)
o a la bencilidentigogenina (79a) (Esquema 25). En la Tabla 7 se concentran los resultados de este
estudio y se observa que el tratamiento con HCIO,/AcOH incrementd significativamente los
rendimientos de obtencién del producto deseado (56%), comparado con los descritos
anteriormente con BF3;*Et,0/AcOH (20%). No obstante, la reaccidn es extremadamente lenta y los

mejores rendimientos se obtienen hasta después de 16 dias.

i BF3+2CH3COOH, CH,Cl,
6
i HCIO,, AcOH, CH,Cl, .

HCIO4, AcOH T
CH,Cl,

Esquema 25. Optimizacién de la sintesis de espiro[furan]indeno 117a.
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Tabla 7. Optimizacion de la sintesis de espiro[furan]indeno 117a.

Materia prima Condiciones Tiempo (h) Rendimiento (%)
64a HClO,/AcOH/CH,Cl, 384 56
64a BF;#2CH;COOH/CH,Cl, 96 4
79a HClO,/AcOH/CH,Cl, 55 17
79a HClO,/AcOH/CH,Cl, 192 26

Considerando lo anterior, se optimizd también la obtencién del espiroindeno de la serie 255, al

tratar con HCIO4/AcOH a la mezcla de acetato de sarsasapogenina (64b)/benzaldehido (78) y a la

bencilidensarsasapogenina (79a) (Esquema 26) y los resultados de este estudio se encuentran

agrupados en la tabla 8.

HCIO,, AcOH
—_—
CH,Cl,

HCIO4, AcOH T
CH,Cl,

Esquema 26. Sintesis de espiro[furan]indeno 117b con HCIO,/AcOH.

Tabla 8. Optimizacion de la sintesis de espiro[furan]indeno 117b.

Materia prima Condiciones Tiempo (h) Rendimiento (%)
64b HClO,/AcOH/CH,Cl, 384 50
79b HClO,/AcOH/CH,Cl, 24 0
79b HClO,/AcOH/CH,Cl, 384 46

Para explicar la formacién del fragmento espiroindeno en la cadena lateral, un mecanismo

razonable comienza con la apertura del anillo F por la presencia del catalizador acido, mientras

que la activacion del acido acético por presencia del BF;¢Et,0 o el HCIO, conduce a la acetilacion

del grupo hidroxilo unido a C-26, para generar el oxocarbenio I. La resonancia de este cation

debilita el doble enlace y permite la rotacién alrededor del enlace C-23 — C-23’ que coloca al anillo

aromatico cerca del carbocation en C-22, permitiendo la SE,, intramolecular para formar el

fragmento de indeno unido al carbono espiro C-22 (Esquema 27).
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BF+Et,0
—_—
CH3COOH

Rotacién en

OOCCHs c-23-C23'

Ic

Esquema 27. Mecanismo de reaccién propuesto.

3.1.4.2. Apertura oxidativa de los 23E-bencilidenespirostanos.

En un intento por optimizar la obtencion de los derivados indenos 117a/b y considerando que la
formacién del fragmento de indeno en estos compuestos ocurre cuando el hidroxilo de la posicién
C-26 se encuentra acetilado, se decidid llevar a cabo la sintesis de los espiroindenos a partir de los
bencilidenespirostanos 79a/b en CH,Cl, y anhidrido acético, utilizando BF;*Et,0 como catalizador.
El producto de esta reaccién no fue el espiroindeno deseado, en su lugar se generd la apertura de
la cadena lateral espirostanica, obteniéndose los benciliden-furostenos correspondientes con

buenos rendimientos (Esquema 28).

a) 50, 25R; Ry= H, Ry = CH3
b) 58, 25S; Ry= CH3, Ry = H

Ac,0, BF5°Et,0

CH,Cl,
79alb 118a (t: 0.5 h, 87%)
118b (t: 0.5 h, 81%)

Esquema 28. Acetodlisis catalizada por BF;#Et,0 de los 23E-bencilidenespirostanos.
La pérdida de la sefial correspondiente a H-20 y el desplazamiento a campo bajo, asi como la
pérdida de multiplicidad de H-21 en el espectro de RMN de 'H es la principal evidencia de la

formacion del doble enlace C-20 — C-22. Por otro lado, en el espectro de RMN de *3C se observa la
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desaparicién de la sefal espirocetdlica y se observan dos nuevas sefiales olefinicas
correspondientes a C-20 y C-22. La correlacion NOE entre H-24 y H-orto, permitié corroborar que
la configuracion E del fragmento bencilideno se conservé tras la apertura del anillo F (Esquema
28). Los corrimientos quimicos de las sefiales de los espectros de *H y *C de las cadenas laterales

de los benciliden-furostenos se encuentran agrupados en las tablas 9 y 10.

Tabla 9. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los benciliden-furostenos 118a/b. Se

incluyen las sefiales de las materias primas 79a/b con fines comparativos

H 79a 118a Ds1182-579a 79b 118b Ds118p-5796
16 4.44 4.81 +0.37 4.47 4.81 +0.34
18 0.83 0.75 -0.08 0.85 0.76 -0.09
20 2.59 - - 2.50 - -
21 1.10 (d) 1.81 (s) +0.71 1.11 (d) 1.82 (s) +0.71
24a 2.10 2.32 +0.22 2.29 2.30 +0.01
24b 2.78 2.51 -0.27 2.72 2.56 -0.16
26a 3.55 3.85 +0.30 4.05 3.84 -0.21
26b 3.55 3.85 +0.30 3.32 3.84 +0.52
27 0.80 0.86 +0.06 0.99 0.89 -0.10
23’ 6.57 6.68 +0.11 6.72 6.68 -0.04
orto 7.23 7.32 +0.09 7.21 7.28 +0.07
meta 7.34 7.25 -0.09 7.32 7.28 -0.04
para 7.23 7.25 +0.02 7.21 7.28 +0.07

Tabla 10. Sefiales de RMN de *C de las cadenas laterales de los benciliden-furostenos 118a/b. Se

incluyen las sefiales de las materias primas 79a/b con fines comparativos

C 79a 118a Ds1185-579a 79b 118b Ds118p-5796
16 80.4 84.3 +3.9 81.0 84.2 +3.2
17 61.6 65.3 +3.7 61.8 65.3 +3.5
18 16.7 14.2 -2.5 16.7 14.2 -2.5
20 37.3 107.7 +70.4 39.8 107.6 +67.8
21 14.8 13.1 -1.7 14.7 13.1 -1.6
22 110.5 151.8 +41.3 1114 152.0 +40.6
23 137.1 132.1 -5.0 136.8 132.0 -4.8
24 32.9 31.8 -1.1 30.9 31.7 +0.8
25 33.1 31.7 -1.4 30.3 31.7 +1.4
26 66.1 68.8 +2.7 65.1 68.6 +3.5
27 17.2 16.9 -0.3 18.3 16.9 -1.4
23’ 122.8 131.8 +9.0 122.8 131.8 +9.0

ipso 137.2 137.2 +0.0 137.2 137.2 +0.0
orto 129.1 128.1 -1.0 129.1 128.8 -0.3
meta 128.1 128.9 +0.8 128.0 128.1 +0.1
para 126.5 126.7 +0.2 126.5 126.7 +0.2
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Un mecanismo racional inicia con la activacion del anhidrido acético con el BF;¢Et,0 y produce la
acetilacion del atomo de oxigeno en C-26 de 79a, esto provoca la apertura del anillo F para
producir el oxocarbenio I que rapidamente pierde a H-20 para producir el dieno 118a (Esquema

29). Se puede suponer un mecanismo similar para la formacién de 118b.

Ac,0
BF3*Et,0

Esquema 29. Mecanismo de reaccion propuesto para la acetdlisis de los 23E-

bencilidenespirostanos.

De manera muy interesante, se observa que la ausencia de un acido prético (AcOH) en el medio,

conduce a la reaccion a la formacidn de los dienos 118a/b en lugar de los espiro[furanos]indenos.

3.1.5. Saponificacion de los 23E-bencilidenespirostanos.

Debido a que las sapogeninas de origen natural presentan el hidroxilo libre en la posicién C-3, para
poder realizar pruebas de actividad biolégica fue necesario realizar la desproteccién del grupo
hidroxilo de los diferentes 23E-bencilidenespirostanos (79a-e) en una disolucién en metanol y
dioxano con hidréoxido de potasio. Con este tratamiento se obtuvieron los
bencilidenespirostanoles (119a-e) con rendimientos entre moderados y buenos (99%, 82%, 73%,

92% y 67% respectivamente) (Esquema 30).

RS

KOH
MeOH/dioxano

HO
5 0 s 119a (t: 0.7 h, 99%)

: R'= H-50, R%= H, R®= H,H, R*= H, R°= CH; (25R) 119b (t: 96 h, 82%)
. R1= H-58, R2= H, R3: H,H, R4: CHa, R5: H (258) 119c¢ (t 2.4 h, 732/0)
. s . e 119d (t: 4.0 h, 92%)
:R'=H-5a, R%H, R™= 0, R'=H, R"= CH; (25R) 119e (t: 0.5 h, 67%)

:R'= 4% R%= H, R*= H,H, R"= H, R’= CHj (25R)
: R'= H-50, R%= A7, R%= H,H, R*= H, R®= CH; (25R)

O 2 0 T o

Esquema 30. Obtencién de los bencilidenespirostanoles 119a-e.
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Las evidencias mas importantes en los espectros de RMN de *H y C son la desaparicién de las

sefiales correspondientes al grupo carbonilo y al metilo del acetato. Por otro lado, se observa el

desplazamiento a campos mas altos de las sefales correspondientes a H-3 y C-3, que también es

indicativo de la presencia del grupo hidroxilo libre en la posicién C-3. Los desplazamientos

guimicos de las senales de H-3 y de C-3 de los derivados bencilidenespirostanoles se presentan en

las tablas 11y 12.

Tabla 11. Desplazamientos quimicos de H-3 de los 23E-bencilidenespirostanos 79a-e y de los 23E-

bencilidenespirostanoles 119a-e.

Materia prima H-3 Producto H-3 Ds1i-3pr0d.- sH-3m.p.
79a 4.69 (ddd) 119a 3.57 (m) -1.12
79 5.07 (m) 119b 4.12 (m) -0.95
79c 4.68 (ddd) 119c 3.60 (m) -1.08
79d 4.60 (ddd) 119d 3.56 (m) -1.04
79e 4.70 (tt) 119e 3.56 (m) -1.14

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de C-3 de los 23E-bencilidenespirostanos 79a-e y de los 23E-

bencilidenespirostanoles 119a-e.

Materia prima Cc-3 Producto Cc-3 Dsc-3prod.- 5¢-3m.p.
79a 73.6 119a 71.3 -2.3
79b 70.7 119b 67.1 -3.6
79c 73.1 119c 70.9 -2.2
79d 73.9 119d 71.7 -2.2
79e 73.3 119e 71.0 -2.3
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3.2. Sintesis y estudio de la reactividad de los dimeros 1,4-dimetilidenbencen-diespirostanos.

3.2.1. Sintesis de los dimeros simétricos 1,4-dimetiliden-diespirostanos.

Como parte del desarrollo de nuestro grupo de trabajo en la sintesis de dimeros esteroidales para
estudiar sus propiedades en estado sélido, en disolucién y su actividad bioldgica; se decidié llevar
a cabo la sintesis de nuevos dimeros esteroidales a través de la doble condensaciéon alddlica de
sapogeninas esteroidales (64) con aldehido tereftalico (120) catalizada por BF;#Et,0 en CH,Cl,.
Con esta reaccion se obtuvieron con buenos rendimientos, los dimeros simétricos derivados de los
acetatos de las sapogeninas esteroidales tigogenina (64a, 83%), sarsasapogenina (64b, 69%),
hecogenina (64c, 52%) y diosgenina (64d, 65%), en los que dos nucleos de sapogenina estan
conectados por un fragmento 1,4-dimetilidenbenceno unido a la posicién C-23 de cada nucleo

esteroidal (Esquema 31).

BF3°Et,0
——

HsCCOO Ch,Cly
. 2
§ /O CCO0
/  Ha
>/—®—\
[9) H
R 0,
120 1 2 3 4 121a (t: 4 h, 83%)
a: R'=H-50, R= HH, R’= H, R'= CHj (25R) 121b (t: 2 h, 69%)
b: R'= H-5p, R*= H,H, R°= CHa, R*= H (255) 121c (t: 4 h, 52%)
121d (t: 3 h, 65%)

¢: R'= H-5¢, R’= 0, R*= H, R*= CHj, (25R)
d: R'= A%, R’= H,H, R*= H, R*= CH; (25R)

Esquema 31. Sintesis de los dimeros simétricos unidos por un fragmento 1,4-dimetilidenbenceno.

En la sintesis de estos derivados se obtienen mayores rendimientos y menores tiempos de
reaccion respecto a las reacciones con benzaldehido debido al efecto electroatractor provocado
por la presencia del grupo aldehido adicional en el anillo aromatico, lo que provoca una mayor
deficiencia electrénica en el carbono carbonilico y favorece el ataque nucleofilico por parte de C-
23 de la sapogenina. Se asume que el mecanismo involucrado en la sintesis de estos compuestos
es el mismo que para los 23E-bencilidenespirostanos.” Se determiné la configuracién E de los
dobles enlaces generados, con ayuda de los efectos NOE observados entre H-20¢>H-28 y H-
20'¢>H-28’ (Esquema 31). La caracterizacion completa de estos dimeros se llevé a cabo a través

de experimentos de RMN mono- y bidimensionales y en los espectros de RMN de H y C se
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observa la presencia del fragmento 1,4-dimetilidenbencénico. En las tablas 13 y 14 se presentan
los desplazamientos quimicos correspondientes a las cadenas laterales y al fragmento 1,4-

dimetilidenbenceno de los dimeros simétricos obtenidos.

Tabla 13. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los dimeros simétricos 121a-d.

H 121a 121b 121c 121d
16, 16’ 4.43 (dt) 4.46 (dt) 4.37 (dt) 4.45 (dt)
18, 18’ 0.82 (s) 0.84 (s) 1.09 (s) 0.85 (s)
20, 20’ 2.58 (p) 2.48 (p) 2.44 (m) 2.59 (p)
21,21 1.09 (d) 0.99 (d) 1.18 (d) 1.10 (d)
24 ax., 24’ ax 2.11 (dd) 2.31 (dd) 2.08 (m) 2.12 (ddd)
24’ eq. 24’ eq. 2.82 (dd) 2.73 (ddd) 2.81 (m) 2.82 (dd)
26 ax., 26’ ax 3.56 (m) 4.04 (dd) 3.54 (m) 3.55 (m)
26’ eq. 26’ eq. 3.56 (m) 3.31 (dt) 3.54 (m) 3.55 (m)
27,27 0.80 (d) 1. 10 (d) 0.79 (d) 0.81 (d)
28, 28’ 6.54 (d) 6.69 (s) 6.50 (d) 6.55 (d)
orto 7.20 (s) 7.19 (s) 7.18 (d) 7.20 (s)

Tabla 14. Sefiales de RMN de *3C de las cadenas laterales de los dimeros simétricos 121a-d.

C 121a 121b 121c 121d
16, 16’ 80.4 81.1 78.8 80.4
17,17’ 61.6 61.8 52.9 61.5
18, 18’ 16.7 16.7 16.1 16.5
20, 20’ 37.3 39.8 37.8 37.7
21,21 14.8 18.3 13.6 14.8
22,22 110.6 11.4 110.5 110.6
23,23’ 137.2 136.8 137.1 137.2
24,24 33.0 30.9 33.0 32.9
25,25’ 33.1 30.3 33.0 33.1
26, 26’ 66.0 65.1 66.1 66.0
27,27’ 17.2 14.7 17.2 17.2
28,28’ 122.6 124.8 122.6 122.6

ipso 135.4 135.4 135.3 135.4
orto 128.9 128.8 128.9 128.9

3.2.2. Saponificacion de los dimeros simétricos 1,4-dimetiliden-diespirostanos.

Los dimeros simétricos obtenidos mostraron ser ligeramente solubles en CH,Cl, mientras que en el
resto de disolventes organicos presentaron poca o nula solubilidad; esto dificulté la obtencion de
cristales adecuados para realizar experimentos de DRX y analizar sus propiedades en estado
solido. Con la intenciéon de mejorar la solubilidad de estos compuestos y tomando en cuenta que

para realizar las pruebas de actividad bioldgica de los dimeros simétricos los grupos hidroxilos de
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C-3 y C-3’ deben estar desprotegidos, se decidié llevar a cabo la saponificacién de los 1,4-
dimetilidenbencen-diespirostanos y obtener los diespirostanoles correspondientes. Esto a través
del método convencional utilizando KOH en mezcla metanol/dioxano, 2/1. Sin embargo, al aplicar
esta metodologia a la desproteccidon del derivado 121b, simplemente no se generd ningun

producto pues el sustrato no se disolvio en el medio de reaccién. (Esquema 32).

Esquema 32. Saponificacidon convencional del dimero 121b.

Por lo anterior, fue necesario realizar la saponificacién en un medio en el que todos los dimeros
acetilados fueran solubles y esto se consiguié utilizando metdxido de sodio (MeONa) en una
mezcla CH,Cl,/MeOH que permitié obtener los correspondientes dimeros 1,4-dimetilidenbencen-
diespirostanoles 122a-d con muy buenos rendimientos (100%, 89%, 94% y 92%, respectivamente)

(Esquema 33).

MeONa
_—
CH,Cl,, MeOH

a: R'= H-50, R’= H,H, R’= H, R*= CHj (25R)
b: R'= H-5p, R%= H,H, R>= CH,, R*= H (255)

el 2 a4 122b (t: 65 h, 89%) R
“ R1_ H;Sa'zR =0 Rs_ H, R = CHy (25R) 122c (t: 3.0 h, 94%)
d:R'=A% R'=H,H, R"=H, R"= CH3 (25R) 122d (t: 4.5 h, 92%)

122a (t: 3.5 h, 100%)

Esquema 33. Desproteccion de los dimeros 1,4-dimetilidenbenceno simétricos 121a-d.

Lamentablemente, los derivados diespirostanoles obtenidos mostraron una solubilidad muy

limitada y aun cuando fueron enviados para analizar su posible actividad como antitumorales,
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todos los intentos por disolver los compuestos en los disolventes cominmente empleados para
realizar estas pruebas bioldgicas (EtOH, DMF, DMSO), no tuvieron éxito. La formacion de geles o la
precipitacién de los esteroides diméricos, incluso en alta dilucién, no permitieron la evaluacién

deseada.

3.2.3. Estudio de las reducciones de los dimeros 1,4-dimetiliden-diespirostanos.

Conociendo la reactividad particular que presentan los 23£-bencilidenespirostanos®>°

y debido a
la similitud estructural de estos compuestos con los dimeros simétricos 1,4-dimetilidenbencen-
diespirostanos (Figura 25), se decidid explorar la reactividad de estos dimeros para generar nuevos
derivados diméricos simétricos y no simétricos que puedieran mostrar actividad bioldgica o ser
utiles como materias primas en la sintesis de esteroides bioactivos. Para esto, se llevé a cabo el
estudio de la reactividad de los dimeros 1,4-dimetilidenbencen-espirostanos de las series 25R vy

25S a través de la reduccién con NaBH;CN en 4cido acético e hidrogenacion catalitica de estos

compuestos.

Figura 25. Similitud estructural entre los 23E-bencilidenespirostanos y los dimeros 1,4-

dimetilidenbencen-espirostanos.

3.2.3.1. Reduccion con NaBH;CN en dcido acético.

El tratamiento del derivado 121a con NaBH;CN en 4cido acético y CH,Cl,, generd los dimeros
simétricos 1,4-dimetilbencen-espirostano (123a, 10%) y 1,4-dimetilidenbencen-furostano (124a,
34%) asi como un derivado no simétrico con un fragmento espirostanbencilico y otro
furostanbencilidénico (125a, 32%). Del mismo modo, la reduccidn en las mismas condiciones del
compuesto 121b, también generd los derivados simétricos 1,4-dimetilbencen-espirostano (123b,
5%) y 1,4-dimetilidenbencen-furostano (124b, 51%) asi como el derivado no simétrico 125b (29%)

(Esquema 34).
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En ambas reacciones se observa una preferencia a la adicién de hidruro sobre la posicién C-22

como ocurre en las sapogeninas estereoidales no funcionalizadas.®*®*

Sin embargo, en estos
compuestos, asi como en los bencilidenespirostanos, ocurre también la reducciéon sobre Ia
posicidon bencilica (C-28 y C-28’) lo que nos permite corroborar que la presencia del fragmento 1,4-
dimetilidenbenceno induce desviaciones drasticas en la reactividad de los dimeros simétricos
obtenidos. En la serie 255 la formacion del derivado difurostanico se encuentra ain mas

favorecida debido a que la orientacidn axial del metilo C-25 facilita la apertura de la cadena lateral.

123a (10%)
123b (5%) R2

NaBH,CN /
e
CH,Clp, AcOH

124a (34%)
124b (51%)
2_0OH

a: H-5¢, R'= H, R’= CH; (25R)

125a (32%
b: H-5, R'= CH, R*= H (255) a (32%)

125b (29%)
— NOE L

Esquema 34. Reduccion con NaBH;CN de los dimeros simétricos 121a/b.

De manera muy similar a como ocurre con los bencil-espirostanos monoméricos,” en los
espectros de RMN de 'H de los derivados 1,4-dimetilbencen-espirostanos (121a/b), se hace
evidente la reduccién de los dobles enlaces C-23 — C-28 y C-23' — C-28’' pues se observa la
desaparicidén de las sefales correspondientes a los protones olefinicos y la aparicién de nuevas
sefiales correspondientes a los pares de protones H-28a-b y H-28'a-b, ademas de la presencia de
las sefiales correspondientes a H-23 y H-23’. Por otro lado, la desaparicion de las sefales
correspondientes a los carbonos olefinicos C-23, C-23’, C-28 y C-28’ constituye la principal
evidencia de la reduccién del doble enlace observada en los espectros de RMN de C. Las
correlaciones NOE H-23¢>H-20, H-23¢>H-21, H-23'¢>H-20’, H-23’¢>H-21" en los compuestos
123a y 123b permiten determinar la configuracion S a los centros quirales C-23 y C-23’ (Esquema

34). Los corrimientos quimicos de las sefiales de RMN de 'H y **C de las cadenas laterales y del
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fragmento dimetil-benceno de los derivados 123a/b, se encuentran recopilados en las tablas 15 y

16.

Tabla 15. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los derivados espirostanicos 123a y
123b. Se agregan las sefiales correspondientes a la materias primas 121a/b con fines

comparativos.

H 121a 123a Ds123a 51212 121b 123b Ds123b-51216

16, 16’ 4.43 4.40 -0.03 4.46 4.42 -0.04
18, 18’ 0.82 0.79 -0.03 0.84 0.79 -0.05
20, 20’ 2.58 2.73 +0.15 2.48 2.41 -0.07
21,21’ 1.09 0.98 -0.11 0.99 1.01 +0.02
23,23’ - 1.89 +1.89 - 2.09 +1.89
26a, 26’a 3.56 3.43 -0.13 4.04 3.88 -0.16
26b, 26’b 3.56 3.29 -0.27 3.31 3.25 -0.06
27,27’ 0.80 0.71 -0.09 1.10 0.97 -0.13
28a, 28’a 2.94 -3.60 2.93 -3.76
28b, 28’b 6.54 2.31 -4.23 6.69 241 -4.28
orto 7.20 7.06 -0.14 7.19 7.04 -0.15

Tabla 16. Sefiales de RMN de *C de las cadenas laterales de los derivados espirostanicos 123a y
123b. Se agregan las sefiales correspondientes a la materias primas 121a/b con fines

comparativos.

C 121a 1233 Ds1230.5121a 121b 123b Ds123p-51210
16, 16’ 80.4 80.8 +0.4 81.1 81.0 -0.1
17,17’ 61.6 61.6 0.0 61.8 61.5 -0.3
18,18’ 16.7 16.8 +0.1 16.7 16.8 +0.1
20, 20’ 37.3 36.9 -0.4 39.8 37.3 -2.5
21,21’ 14.8 14.4 -0.4 18.3 14.2 -4.1
22,22’ 110.6 111.3 +0.7 111.4 111.9 +0.5
23,23’ 137.2 40.3 -96.9 136.8 34.6 -102.2
24,24’ 33.0 34.4 +1.4 30.9 31.9 +1.0
25, 25’ 33.1 30.8 -2.3 30.3 28.1 -2.2
26, 26’ 66.0 66.0 +0.0 65.1 64.6 -0.5
27,27’ 17.2 17.0 -0.2 14.7 16.6 +1.9
28, 28’ 122.6 36.8 -85.8 124.8 36.7 -88.1

ipso 135.4 138.3 +2.9 135.4 138.3 +2.9
orto 128.9 129.0 +0.1 128.8 128.8 0.0

En los espectros de RMN de 'H de los derivados 1,4-dimetiliden-furostanicos 124a/b, la doble

adicion de hidruro sobre C-22 y C-22’ puede notarse por la presencia de las seiales

13

correspondientes a los metinos H-22 y H-22’. En los espectros de RMN de “°C, la principal
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evidencia de la reduccidn efectuada es el corrimiento a campos mas altos de las seiales de C-22 y

C-22’, que en los materiales de partida espirocetalicos aparecen en 110.6 (121a) y 111.4 ppm

(121b) mientras que en los productos de reduccion aparecen en 97.2 (124a) y 94.8 ppm (124b). En

las tablas 17 y 18 se muestran los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de 'Hy *C de

las cadenas laterales de los derivados dimetiliden-furostanos 124a/b.

Tabla 17. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los derivados furostanicos 124a y

124b. Se agregan las sefiales correspondientes a la materias primas 121a/b con fines

comparativos.

H 1213 1243 Ds1240-5121a 121b 124b Ds124p-51210

16, 16’ 4.43 4.39 -0.04 4.46 4.36 -0.10
18, 18’ 0.82 0.90 +0.08 0.84 0.86 +0.02
21,21 1.09 1.00 -0.09 0.99 1.06 +0.07
22,22 - 3.86 +3.86 - 3.87 +3.87
243, 24’a 2.82 2.53 -0.29 2.73 2.48 -0.25
24b, 24’b 2.11 2.20 +0.09 2.31 2.18 -0.13
264, 26’a 3.56 3.55 -0.01 4.04 3.28 -0.76
26b, 26’b 3.56 3.18 -0.38 3.31 3.28 -0.03
27,27 0.80 0.89 +0.09 1.10 0.79 -0.31
28, 28’ 6.54 6.41 -0.13 6.69 6.59 -0.10
orto 7.20 7.28 +0.08 7.19 7.23 +0.04

Tabla 18. Sefiales de RMN de *C de las cadenas laterales de los derivados furostanicos 124a y

124b. Se agregan las sefiales correspondientes a la materias primas 121a/b con fines

comparativos.

C 121a 1243 Ds1245-5121a 121b 124b Ds12ap-51210
16, 16’ 80.4 83.6 +3.2 81.1 83.3 +2.2
17,17 61.6 63.8 +2.2 61.8 64.6 +2.8
18, 18’ 16.7 17.0 +0.3 16.7 16.7 0.0
20, 20’ 37.3 37.0 -0.3 39.8 37.1 -2.7
21,21’ 14.8 17.7 +2.9 18.3 18.7 +0.4
22,22’ 110.6 97.2 -134 1114 94.8 -16.6
23, 23’ 137.2 139.2 +2.0 136.8 139.6 +2.8
24, 24’ 33.0 30.0 -3.0 30.9 30.8 -0.1
25, 25’ 33.1 343 +1.2 30.3 35.0 +4.7
26, 26’ 66.0 64.5 -1.5 65.1 66.9 +1.8
27,27’ 17.2 18.2 +1.0 14.7 17.3 +2.6
28, 28’ 122.6 128.4 +5.8 124.8 127.5 +2.7

ipso 1354 1359 +0.5 1354 136.3 +0.9
orto 128.9 128.6 -0.3 128.8 128.7 -0.1
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La configuracién S en los nuevos centros quirales C-22 y C-22’ fue determinada con ayuda de los
efectos NOE observados entre H-22, H-21 y H-16 de los nucleos esteroidales, lo que situa a H-22

en la cara a de la molécula (Esquema 34).

En lo que respecta a los dimeros no simétricos 125a/b, en los espectros de RMN 'H y C se
observa una combinacién de las caracteristicas en RMN discutidas para los dimeros simétricos
dimetilbencil-espirostanos y dimetilidenbencen-furostanos. La desaparicién de las sefiales
olefinicas en el hemisferio izquierdo de cada molécula (bencil-espirostano) y el desplazamiento a
campo mas alto de la sefial correspondiente a C-22’ y la presencia de H-22' en el hemisferio
derecho (bencil furostano). En las tablas 19 y 20 se muestran los desplazamientos quimicos

correspondientes a las sefiales antes mencionas.

Tabla 19. Sefiales selectas de RMN de 'H de las cadenas laterales de los dimeros no simétricos

125ay 125b.
H 125a (h.izq.) 125b (h. izq.) H 125a (h. der.) 125b (h. der.)
22 - - 22’ 3.86 (d) 3.89 (m)
23 1.89 (m) 2.12 (m) 23 - -
2.94 (dd 2.94 (dd
28 (dd) (dd) 28’ 6.42 (d) 6.60 (s)
2.33 (m) 2.30 (m)
orto 7.10 (d) 7.08 (d) orto’ 7.25 (d) 7.19 (d)

Tabla 20. Sefiales selectas de RMN de *C de las cadenas laterales de los dimeros no simétricos

125ay 125b.
C 125a (h.izgq.) 125b (h. izq.) C 125a (h. der.) 125b (h. der.)
22 111.3 111.8 22’ 97.4 94.7
23 40.2 34.6 23’ 138.3 138.7
28 36.8 36.8 28’ 128.8 127.8
ipso 139.6 139.3 ipso’ 135.0 135.3
orto 129.1 128.9 orto’ 128.6 128.7

Por los productos obtenidos en esta reaccién, podemos asumir que el mecanismo involucrado en
la adicidon de hidruro de estos compuestos es practicamente el mismo que se indicé para los
. . . 56 . .
bencilidenespirostanos en un documento anterior,” que comienza con la apertura del anillo F del
espirocetal promovida por el acido en el medio para generar el oxocarbenio I, que se estabiliza

por resonancia. En las estructuras candnicas se puede observar que si la adicidon de hidruro se lleva
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a cabo en C-22 se genera el fragmento dimetilidenbencen-furostanico, mientras que si la adicién
ocurre sobre C-28 se genera el fragmento dimetilbencil-espirostanico. Para los dimeros simétricos
123a/b y 124a/b, la reduccidn ocurre sobre la misma posicién en ambos hemisferios del dimero,
mientras que en los dimeros no simétricos 125a/b, en un hemisferio la adicién ocurre en C-22 y en

el otro sobre C-28’ (Esquema 35).

Esquema 35. Mecanismo de reaccidn propuesto

3.2.3.2. Hidrogenacion catalitica.

Por otra parte, se llevd a cabo la reduccién catalitica con Pd/C y atmdsfera de H,, del dimero
simétrico 121a derivado de la tigogenina y de esta reaccion se obtuvo el dimero 1,4-dimetilbencil-
espirostano 123a, con un buen rendimiento (78%) (Esquema 36). Los intentos por obtener el
derivado 123b de la serie a partir del compuesto 121b, derivado de la sarsasapogenina, con esta
metodologia fueron infructuosos y esto se debe a la baja solubilidad del sustrato en el medio de
reaccion y a la distinta reactividad que muestran los derivados bencilidenespirostanos de la serie

255 (ver seccion 3.1.2.).

n o) 25

Pd/C, H,

B —
EtOH, CH,Cl,
t: 24 h.

123a (78%)
123b (0%) L ~0

21

Esquema 36. Reduccion catalitica de los derivados 121a/b.
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Parte experimental

General

El curso de las reacciones se siguido mediante cromatografia en capa delgada (CCD), usando placas
ALUGRAME®SIL G/UV,s5, de MACHEREY-NAGEL. Las placas cromatograficas se sumergieron en una
disolucién de vainillina al 0.7% en H,SO,4 etandlico al 2% y se calentaron hasta la aparicion de color.
Los productos se purificaron por cromatografia en columna, empleando gel de silice de
MACHEREY-NAGEL. Los puntos de fusién se determinaron en un equipo Melt-Temp Il. Los
espectros de Masas fueron registrados en un espectrémetro Thermo-Electron modelo DFS (Double
Focus Sector) cuando se hizo la medicidn por la técnica de Impacto Electrénico; en un equipo
Agilent 6410 Triple Quadrupole LC/MS cuando se realizaron las mediciones por técnica de Electro
spray (ESI) y en un equipo PERKIN ELMER Model: AXION-2 TOF MS spectrometer cuando se
hicieron las mediciones de los Espectros de Masas de Alta Resolucién (HRMS) por la técnica de
ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI). Los espectros de RMN se registraron en equipos
Varian INOVA 400MHz, utilizando las sefiales del CDCl; en 7.26 ppm y 77.00 ppm como referencias
para 'H y C, respectivamente. La asignacion de las sefiales de RMN se hizo con ayuda de la
combinacién de técnicas de RMN mono y bidimensional que incluyeron, RMN ‘H, RMN B¢, cosy,

NOESY, HSQC y HMBC y fueron procesados empleando el programa MestreNova.

3.1. Sintesis y estudio de la reactividad de los 23E-bencilidenespirostanos.

3.1.1. Obtencion de los 23E-bencilidenespirostanos.

Los bencilidenespirostanos 79a-d fueron obtenidos siguiendo exactamente el procedimiento
descrito por nuestro grupo.” Para la obtencién del derivado 79e se siguié el siguiente
procedimiento.

A una disolucidn de la sapogenina esteroidal 64e (3.10 g, 6.8 mmol) y benzaldehido (78) (1.43 g,
13.5 mmol) en CH,Cl, (200 ml), se le adiciond BF;¢Et,0 (40.56 mL, 329 mmol) y la mezcla se agito a
temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccidn se vertié sobre hielo, se agité hasta que
el hielo se fundid, se separd la fase organica y se evapord por completo. El residuo se redisolvid en
acetato de etilo (200 mL) y se lavé con agua (10 x 75 mL), disolucion saturada de NaCl (1 x 75 mL)
se secé (Na,SO, anh.) y evapord. El aceite obtenido se lixivié con metanol caliente y el precipitado

se filtro y lavé con metanol para generar 1.73 g (46.8%) de:
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2 o 2 Acetato de [23(23’)E,25R]-23(23’)-benciliden-

27

espirost-7-en-3B-ol (79e): P.f. 177.9-179.7 °C

(recristalizado de acetona) RMN de 'H (400 MHz,

para
CDCl;) 6 ppm 7.33 (dd, J = 8.6, 6.7 Hz, 2H, H-meta),

A

79 7.25 -7.19 (m, 3 H, H-orto y H-para), 6.57 (d, /= 1.9

Hz, 1H, H-23’), 5.15 (dd, J = 4.7, 2.3 Hz, 1H, H-7), 4.70 (tt, J = 11.3, 4.6 Hz, 1H, H-3), 4.52 (m, 1H, H-
16), 3.65 —3.51 (m, 2H, H-26ax. y H-26eq.), 2.79 (ddd, J = 13.4, 4.2, 1.6 Hz, 1H, H-24eq.), 2.58 (p, J
=7.0 Hz, 1H, H-20), 2.10 (m, 1H, H-24ax.), 1.12 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.80 (d, J
= 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.72 (s, 3H, H-18). RMN de “*C (100 MHz, CDCl;) § ppm: & 36.8 C-1; 27.4 C-2;
73.3 C-3, 33.8 C-4, 40.1 C-5, 29.4 C-6, 117.9 C-7, 138.4 C-8, 48.9 C-9, 34.3 C-10, 21.4 C-11, 39.6 C-
12, 41.6 C-13, 54.8 C-14, 31.0 C-15, 80.2 C-16, 61.5 C-17, 16.4 C-18, 13.0 C-19, 37.7 C-20, 14.8 C-
21, 110.6 C-22; 137.1 C-23, 32.9 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-26, 17.2 C-27, 122.9 C-23’, 137.1 ipso,
129.1 orto, 128.1 meta, 126.5 para, 21.4 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. ESIMS m/z: 545 MH" (2.5),
454 (26.8), 440 (13.6), 99 (13.9), 85 (100.0), 69 (15.0), 55 (10.8).

3.1.2. Hidrogenacion catalitica.

Procedimiento general para la reduccion catalitica de los 23E-bencilidenespirostanos. A una
disolucién purgada al vacio de 23E-bencilidenespirostano (0.5 mmol) en CH,Cl, (10 mL) y etanol
(17.7 mL), se le afiadié paladio sobre carbono (Pd/C) (10% p/p), se purgd nuevamente y se agitd
bajo atmédsfera de H, a temperatura ambiente hasta que la materia prima se consumid
completamente (24 horas, CCD hexano/acetato de etilo, 9/1 x 2). La mezcla de reaccion se filtré
sobre celita, el crudo se lavd con CH,Cl, y el filtrado se evaporé a sequedad. El sélido obtenido se
purificé por cromatografia en una columna empaquetada con gel de silice (15 g) y se eluyd con
mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo de composiciéon, 20/1, para producir los

correspondientes bencil-espirostanos.

La reaccidn con 23E-bencilidentigogenina (79a) (273.4 mg, 0.5 mmol) con Pd/C (27.3 mg, 10% p/p)
(24 h) generé 268.7 mg (98%) de:
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Acetato de (23S,25R)-23-bencil-5a-espirostan-3p-ol
(81a). P.f. 207.0 — 209.7 °C. (recristalizado de
acetona/ CH,Cl,). RMN de *H (400 MHz, CDCl3) 8§ ppm:
7.28 (dd, J=8.4, 7.0 Hz, 2H, H-orto), 7.21 - 7.16 (m, 1H,

H-para), 7.16 — 7.12 (m, 2H, H-meta), 4.68 (tt, J/=11.5,

4.9 Hz, 1H, H-3), 4.41 (dt, J=9.0, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.43 (ddd, J=10.9, 4.6, 2.0 Hz, 1H, H-26 eq.), 3.30
(dd, J=11.0, 11.0 Hz, 1H, H-26 ax.), 2.97 (dd, J=13.8, 3.4 Hz, 1H, H-23’a), 2.43 — 2.35 (m, 1H, H-20),
2.34 - 2.27 (m, 1H, H-23’b), 1.89 (m, 1H, H-23), 2.01 (s, CH; acetilo), 1.00 (d, J=7.0 Hz, 3H, H- 21),
0.83 (s, 3H, H-19), 0.81 (s, 3H, H-18), 0.71 (d, J=6.6 Hz, H-27). RMN de “C (100 MHz, CDCl;) & ppm:
36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7, 34.9 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10,
21.0 C-11, 40.1 C-12, 41.0 C-13, 56.1 C-14, 31.6 C-15, 80.8 C-16, 61.6 C-17, 16.7 C-18, 12.3 C-19,
36.9 C-20, 14.4 C-21, 111.2 C-22, 40.3 C-23, 34.3 C-24, 30.7 C-25, 66.0 C-26, 16.9 C-27, 37.2 C-23/,
140.9 ipso, 129.1 orto, 128.2 meta, 125.8 para, 21.4 CH; acetilo, 170.6 C=0 acetilo. HRMS (APCI)
Observado 549.3945 C3sHs,0,, calculado (MH") 549.3943.

La reaccion con 23E-bencilidensarsasapogenina (79b) (273.4 mg, 0.5 mmol) con Pd/C (27.3 mg,
10% p/p) (24 h) generd 245.0 mg (89%) de una mezcla de 81b y 114b. Las muestras analiticas de
cada compuesto se obtuvieron por separacidon en columna cromatografica como se describe en el

procedimiento general.

Acetato de (23S,255)-23-bencil-5B-espirostan-3p-ol
(81b). P.f. 180 — 181.1 °C (recristalizado de acetona/
CH,Cl,). RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) 6 ppm: 7.27 (dd, J
= 10.0, 4.7 Hz, 2H, H-orto), 7.18 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-

L para), 7.13 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-meta), 5.07 (s, 1H, H-3),
4.43 (dd, J = 15.9, 7.2 Hz, 1H, H-16), 3.88 (dd, J = 10.9,
2.4 Hz, 1H, H-26 ax.), 3.26 (d, J = 11.3 Hz, 1H, H-26 eq.), 2.97 (dd, J=13.7, 3.5 Hz 1H, H-23"a), 2.33

(m, 2H, H-20, H-23’b), 2.16 — 2.07 (m, 1H, H- 23), 2.04 (s, 3H, CH; acetilo), 1.03 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-
21), 0.99 (s, 3H, H-19), 0.97 (d, J= 7.0 Hz, 3H, H-27), 0.80 (s, 3H, H-18). RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) & ppm: 30.6 C-1, 25.0 C-2, 70.7 C-3, 30.7 C-4, 37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.5 C-7, 35.2 C-8, 40.0 C-9,
35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C-12, 41.1 C-13, 56.3 C-14, 31.6 C-15, 81.0 C-16, 61.5 C-17, 16.7 C-18,
23.9 C-19, 37.3 C-20, 14.2 C-21, 111.8 C-22, 34.6 C-23, 31.8 C-24, 28.0 C-25, 64.3 C-26, 16.6 C-27,
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21.5 CH; acetilo, 170.6 C=0 acetilo, 37.1 C-23’, 140.9 ipso, 129.0 orto, 128.2 meta, 125.7 para.
HRMS (APCI) Observado 549.3941 C3sHs,0, calculado (MH") 549.3943.

Acetato de (23R,25S5)-23-bencil-5B-espirostan-3B-ol
(114b). P.f. 1947 - 196.7 °C (recristalizado de
CH,Cl,/acetato de etilo). RMN de *H (400 MHz, CDCl;) &:
7.23 (m, 2H meta), 7.12 (m, 3H H-orto y H-para), 5.00 (q,
J =29 Hgz, 1H, H-3), 4.42 (ddd, J = 8.9, 7.4, 6.1 Hz, 1H, H-
16), 3.86 (dd, / = 11.3, 4.9 Hz, 1H, H-26 ax.), 3.25 (dd, J =
11.3, 3.4 Hz, 1H, H-26 eq.), 2.97 (dd, J = 13.2, 3.7 Hz, 1H,

H-23'a), 2.49 - 2.32 (m, 1H, H-23'b), 2.22 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 1.97 (s, 3H, CH; acetilo), 1.09 (d,
J=7.0 Hz, 3H, H-21), 0.94 — 0.89 (m, 6H, H-19 y H-27), 0.73 (s, 3H, H-18). RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 30.6 C-1; 25.0 C-2; 70.6 C-3, 31.8 C-4, 37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.4 C-7, 35.2 C-8, 40.0 C-9,
35.0 C-10, 20.8 C-11, 40.2 C-12, 41.2 C-13, 56.2 C-14, 30.7 C-15, 80.4 C-16, 63.3 C-17, 16.5 C-18,
23.8 C-19, 38.3 C-20, 16.5 C-21, 112.3 C-22; 42.4 C-23, 30.0 C-24, 28.5 C-25, 65.8 C-26, 20.3 C-27,
37.7 C-23’, 140.9 ipso, 129.1 orto, 128.2 meta, 125.8 para, 170.7 C=0 acetilo, 21.5 CH; acetilo.
HRMS (APCI) Observado 549.3924 C3sHs,0, calculado (MH") 549.3943.

3.1.3. Epoxidacion.

Procedimiento general para la epoxidacion de los 23E-bencilidenespirostanos. A una disolucion de
23E-bencilidenespirostano (0.5 mmol) en CH,Cl, (15 mL), se le adicioné acido m-cloroperbenzoico
(m-CPBA) (1.25 mmol) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente hasta que se consumié la
materia prima (CCD CH,Cl, puro x 2). La mezcla de reaccion se diluyd con acetato de etilo (50 mL) y
se lavd con disolucién de Na,SO; al 5% (4 x 30 mL), agua (3 x 15 mL), disoluciéon de NaHCO; al 10%
(6 x 15 mL), agua (4 x 15 mL) y disolucién saturada de NaCl (2 x 15 mL), se secé (Na,SO,) y evaporo.
El sélido obtenido se purificé por cromatografia en una columna empacada con gel de silice (20 g)

y se eluyd con CH,CI, para producir los correspondientes 23-bencil-23,23’-epoxi-espirostanos.
La reaccidn con 23E-bencilidentigogenina (79a) (273.4 mg, 0.5 mmol) con m-CPBA (216 mg, 1.25

mmol) (24 h) generd 123.8 mg (44%) de una mezcla de epdxidos epiméricos que se separd para

obtener las muestras analiticas de 115a y 116a.
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Acetato de [23R,23'S,25R]-23-bencil-23,23'-epoxi-5a-
espirostan-3f-ol (115a). P.f. 236.8 - 2385 °C
(recristalizado de CH,Cl,/acetato de etilo). RMN de 'H
(400 MHz, CDCl5) & ppm: 7.39 — 7.24 (m, 5H, H-Ar),

1152 4.68 (tt, J=11.5, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.48 (td, J=7.9, 5.7 Hz,

1H, H-16), 4.10 (s, 1H, H-23'), 3.48 (d, J=1.5 Hz, 1H, H-26a), 3.46 (s, 1H, H-26b), 2.19 (p, J=6.8 Hz,
1H, H-20B), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.12 (d, J=6.9 Hz, 3H, H-21), 0.86 (s, 3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-
19), 0.63 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.8 C-1, 27.5 C-2, 73.6 C-3,
34.0C-4,44.7 C-5, 28.5 C-6, 32.1 C-7, 35.2 C-8, 54.3 C-9, 35.6 C-10, 20.9 C-11, 40.0 C-12, 41.3 C-13,
56.4 C-14, 31.9 C-15, 81.2 C-16, 63.1 C-17, 16.4 C-18, 12.3 C-19, 33.3 C-20, 16.7 C-21, 109.9 C-22,
62.5 C-23, 31.1 C-24, 30.9 C-25, 66.0 C-26, 16.7 C-27, 61.2 C-23’, 135.1 ipso, 126.3 orto, 128.0
meta, 127.5 para, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado 563.3703 C3H5005
calculado (MH") 563.3736.

Acetato de [23S5,23'R,25R] -23-bencil-23,23'-epoxi-5a-
espirostan-3B-ol (116a). P.f. 199 - 200.3 °C
(recristalizado de CH,Cl,/acetona). RMN de ‘H (400
MHz, CDCl5) & ppm: 7.40 — 7.21 (m, 5H H-Ar), 4.69 (tt,

116a J=10.9, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.51 (td, J=8.0, 5.9 Hz, 1H, H-

16), 4.27 (s, 1H, H-23"), 3.58 (ddd, J=11.0, 4.5, 2.1 Hz, 1H, H-26 eq.), 3.43 (t, J=11.1 Hz, 1H, H-26
ax.), 2.11 (p, J=7.1 Hz, 1H, H-20B), 2.02 (s, 3H, CH3 acetilo), 1.09 (d, J=6.7 Hz, 3H, H-21), 0.89 (s, 3H,
H-18), 0.85 (s, 3H, H-19), 0.72 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) 6 ppm: 36.7 C-
1,27.5C-2,73.6 C-3,34.0C-4, 44.6 C-5, 28.5 C-6, 32.1 C-7, 35.2 C-8, 54.1 C-9, 35.6 C-10, 20.9 C-11,
39.7 C-12, 41.4 C-13, 56.3 C-14, 31.8 C-15, 81.8 C-16, 62.3 C-17, 16.8 C-18, 12.2 C-19, 35.8 C-20,
16.1 C-21, 109.6 C-22, 63.2 C-23, 33.1 C-24, 29.1 C-25, 66.0 C-26, 16.9 C-27, 59.5 C-23', 135.4 jpso,
126.3 orto, 128.0 meta, 127.4 para, 21.4 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado
563.3674 Cs6Hs,05 calculado (MH') 563.3736.

La reaccion con 23E-bencilidensarsasapogenina (79b) (273.4 mg, 0.5 mmol) con m-CPBA (215.8
mg, 1.25 mmol, tiempo de reaccién 96 h) generd 111.1 mg (40%) de:
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Acetato de [23R,23'S,25S5]-23-bencil-23,23'-epoxi-5B-
espirostan-3B-ol (115b). P.f. 2794 - 280.4 °C
(recristalizado de CH,Cl,/acetato de etilo). RMN de ‘H
RMN (400 MHz, CDCl;) & ppm: 7.36 — 7.26 (m, 5H H-Ar),

5.07 (q, J=2.8 Hz, 1H, H-3), 4.49 (ddd, J=8.7, 7.6, 6.0 Hz,

1H, H-16), 4.14 (s, 1H, H-23"), 4.03 (dd, J=11.0, 2.8 Hz,
1H, H-26 ax.), 3.26 (dt, J=11.2, 1.8 Hz, 1H, H-26 eq.), 2.32 (dd, J=13.1, 5.0 Hz, 1H, H-24 ax.), 2.17 (p,
J=7.3, 6.8 Hz, 1H, H-20B), 2.05 (s, 3H, CH; acetilo), 1.78 (d, J=5.8 Hz, 1H, H-17a), 1.22 (t, J=2.3 Hg,
1H, H-24 eq.), 1.17 (d, J=7.0 Hz, 3H, H-21), 0.99 (s, 3H, H-19), 0.85 (s, 3H, H-18), 0.64 (d, J=7.2 Hz,
3H, H-27). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 30.7 C-1, 24.9 C-2, 70.7 C-3, 31.8 C-4, 37.2 C-5,
26.4 C-6, 26.4 C-7, 35.3 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 20.8 C-11, 40.2 C-12, 41.3 C-13, 56.5 C-14, 30.6 C-
15, 81.2 C-16, 62.7 C-17, 16.4 C-18, 23.9 C-19, 33.6 C-20, 16.2 C-21, 110.5 C-22, 61.0 C-23, 27.7 C-
24,30.1 C-25, 64.5 C-26, 17.1 C-27, 62.1 C-23’, 135.2 ipso, 126.8 orto, 127.8 meta, 127.5 para, 21.5
CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. HRMS (APCl) Observado 563.3773 CjgHs00s calculado (MHY)
563.3736.

3.1.4. Reordenamientos de la cadena lateral catalizados por dcidos.

3.1.4.1 Sintesis de los espiro[furan-indenos] derivados de sapogeninas esteroidales.

Reordenamiento catalizado por BFs#Et,0 a partir de sapogeninas esteroidales y benzaldehido

Utilizando BF3;eEt,0 como catalizador. A una disolucién de sapogenina esteroidal acetilada (1
mmol) en CH,Cl, (5 mL) y 4cido acético (6 mL), se le agregd BF;*Et,0 (0.6 mL) y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se agregd benzaldehido
(212.2 mg, 2 mmol) disuelto en CH,Cl, (2 mL) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente (CCD
hexano/acetato de etilo, 8/1 x 2). Al concluir, la mezcla de reaccidn se vertié sobre agua y se
extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL). La fase orgdnica se lavd con agua (3 x 30 mL), disolucién al
10% de Na,CO; (3 x 30 mL), agua (4 x 30 mL), disolucién saturada de NaCl (1 x 30 mL), se secd
(Na,SO, anh.) y evapord. El aceite obtenido se purificd por cromatografia en columna, para

generar los espiro[furan]indenos deseados.
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La reaccidn con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol, tiempo de reaccion: 63 h) se
purificd por una columna cromatografica empacada con silica gel (25 g) y se eluy6 con mezcla de

disolventes hexano/acetona, 99/1 para generar 116.0 mg (20%) de:

Diacetato de (22R,25R)Indeno[9',8':22,23]-5a-furostan-
3p,26-diol (117a). P.f. 194.5 — 196.7 °C (recristalizado de
CH,Cl,/MeOH). RMN de *H (400 MHz, CDCl;) & 7.35 — 7.29
(m, 1H, H-2’), 7.16 (td, J = 7.4, 1.1 Hz, 1H, H-3’), 7.12 — 7.09
(m, 1H, H-5"), 7.05 (td, J = 7.4, 1.3 Hz, 1H, H-4’), 6.36 (d, J =
1.5 Hz, 1H, H-7'), 4.99 (dt, J = 9.2, 7.0 Hz, 1H, H-16), 4.70

(tt, /= 11.3, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.09 — 3.92 (m, 2H, H-26), 2.58 — 2.52 (m, 1H, H-20), 2.49 (ddd, J =
15.3, 5.2, 1.8 Hz, 1H, H-24a), 2.31 (ddt, J = 13.2, 6.5, 1.7 Hz, 1H, H-25), 2.20 (dd, J = 9.3, 7.8 Hz, 1H,
H-17), 2.07 (s, 3H, CHs acetilo), 2.05 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-24b), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 0.99 (s, 3H,
H-18), 0.98 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27), 0.87 (s, 3H, H-19), 0.72 (td, / = 11.8, 10.4, 3.1, 1H, H-9), 0.55 (d,
J = 6.9 Hz, 3H, H-21). RMN de **C (100 MHz, CDCls) & ppm: 36.7 C-1, 27.5 C-2, 73.7 C-3, 34.0 C-4,
44.7 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7, 35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.3 C- 12, 41.6 C-13, 56.7 C-
14, 32.5 C-15, 84.3 C-16, 63.2 C-17, 16.9 C-18, 12.3 C-19, 36.2 C-20, 15.3 C-21, 101.2 C-22, 148.5 C-
23,31.0 C-24, 31.4 C-25, 69.6 C-26 , 17.1 C-27, 128.5 C-7’, 142.8 C-1’, 124.0 C-2’, 127.9 C-3’, 124.6
C-4’, 120.6 C-5’, 145.5 C-6’, 21.5, 21.0 CH; acetilo, 170.7, 171.2 C=0 acetilo. HRMS (APCI)
Observado CsgHs305 589.3867 (MH™) calculado 589.3893.

La reaccidn con acetato de sarsasapogenina (64b) (458.7 mg, 1 mmol, tiempo de reaccién: 30 h) se
purificé por una columna cromatografica empacada con silica gel (25 g) y se eluyé con mezcla de

disolventes hexano/acetona, 99/1 para generar 64.5 mg (11%) de:

Diacetato de (22R,25S)Indeno[9',8':22,23]-5B-furostan-
3pB,26-diol (117b). Aceite. RMN de 'H (400 MHz, CDCl,): &
(ppm) 7.32 (dd, J =7.3, 1.1 Hz, 1H, H-2'), 7.16 (td, J =7.4,
1.0 Hz, 1H, H-3'), 7.10 (m, 1H, H-5'), 7.05 (td, J =7.4, 1.3
Hz, 1H, H-4'), 6.36 (s, 1H, H-7"), 5.09 (m, 1H, H-3), 5.00 (td,

117b J=9.2, 8.2, 4.6 Hz, 1H, H-16), 4.05 (dd, J =10.8, 5.1 Hz, 1H,

H-26a), 3.96 (dd, J =10.8, 6.3 Hz, 1H, H-26b), 2.53 (p, J =7.1 Hz, 1H, H-20), 2.21 (m, 1H, H-17), 2.07
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(s, 3H, CH; acetilo), 2.05 (s, 3H, CH; acetilo), 1.03 (d, J =6.5 Hz, 3H, H-27), 1.01 (s, 3H, H-19), 0.99 (s,
3H, H-18), 0.55 (d, J =6.8 Hz, 3H, H-21). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) 6 ppm: 30.6 C-1, 25.0 C-2,
70.6 C-3, 30.7 C-4, 37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.4 C-7, 35.2 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 21.0 C-11, 40.5 C- 12,
41.7 C-13, 56.8 C-14, 32.5 C-15, 84.3 C-16, 63.3 C-17, 17.0 C-18, 23.8 C-19, 36.2 C-20, 15.3 C-21,
101.0 C-22, 148.6 C-23, 30.4 C-24, 31.5 C-25, 69.0 C-26, 17.5 C-27,128.1 C-7’, 142.8 C-1’, 123.9 C-
2’,127.9 C-3’, 124.5 C-4’, 120.6 C-5’, 145.3 C-6, 21.5, 21.0 CH; acetilo, 170.7, 171.2 C=0 acetilo.
HRMS (APCI) Observado C;3Hs305 589.3862 (MH+) calculado 589.3893.

La reaccion con acetato de hecogenina (64c) (472.7 mg, 1 mmol, tiempo de reaccién: 50 h) se
purificé por una columna cromatografica empacada con silica gel (25 g) y se eluyé con mezcla de

disolventes hexano/acetona, 15/1 para generar 306.7 mg (51%) de:

(22R,25R)Indeno[9’,8’:22,23] -3P,26-diacetoxi-
5a- furostan-12-ona (117c). P.f. 249.0 — 249.3
°C (recristalizado de hexano/acetona). RMN de
'H (400 MHz, CDCl5) & ppm: 7.33 (d, J = 7.4 Hz,
1H, H-20), 7.18 (td, J = 7.4, 1.0 Hz, 1H, H-3’),

7.13 — 7.09 (m, 1H, H-5'), 7.07 (td, J = 7.4, 1.3

Hz, 1H, H-4'), 6.38 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-7’), 4.92 (td, J = 8.4, 7.3, 4.2 Hz, 1H, H-16), 4.77 — 4.56 (m,
1H, H-3a), 4.15-3.87 (m, 2H, H-26), 3.04 (dd, J = 9.4, 8.1 Hz, 1H, H-17), 2.44 (1H, m, H-24a), 2.39
(m, 1H, H-20), 2.30 (m, 1H, H-25), 2.07 (s, 3H, CH; acetilo), 2.03 (s, 3H, CH; acetilo), 2.01 (m, 1H, H-
24b), 1.26 (s, 3H, H-18), 0.98 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-27), 0.95 (s, 3H, H-19), 1.19 (m, 1H, H-9), 0.64 (d,
J = 6.8 Hz, 3H, H-21). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 36.2 C-1, 27.2 C-2, 73.1 C-3, 33.8 C-4,
445 C-5,28.1C-6,32.5C-7,34.2 C-8, 55.5 C-9, 36.1 C-10, 37.7 C-11, 213.0 C- 12, 55.8 C-13, 56.0 C-
14, 32.0 C-15, 82.5 C-16, 53.9 C-17, 16.5 C-18, 11.9 C-19, 36.7 C-20, 14.0 C-21, 101.2 C-22, 147.9 C-
23,30.9 C-24, 31.3 C-25, 69.5 C-26, 17.0 C-27, 128.8 C-7’, 142.6 C-1’, 124.0 C-2’, 128.1 C-3’, 124.7
C-4’, 120.6 C-5’, 145.1 C-6’, 21.4, 21.0 CH; acetilo, 170.6, 171.1 C=0 acetilo. HRMS (APCI)
Observado C3gHs;06 603.3592 (MH+) calculado 603.3686.
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Reordenamiento catalizado por el complejo BF;#2CH3;COOH a partir de sapogeninas esteroidales y

benzaldehido

Utilizando complejo de BF;¢2CH;COOH como catalizador. A una disolucién de acetato de
tigogenina (64a) (229.3 mg, 1 mmol) y benzaldehido (78) (106.1 mg, 1 mmol) en CH,Cl, (3 mL), se
le afiadié complejo de BF;22CH3COOH al 98% (1 mL, 7.1 mmol de BFs). La mezcla se purgd con
argén y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 96 h (CCD hexano/acetato de etilo, 8/1
x 2). Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccidn se vertié sobre agua y se diluyé con acetato
de etilo (50 mL). La fase orgdnica se lavd con agua (10 x 20 mL), disolucién saturada de NaCl (1 x 20
mL), se secd (Na,SO, anh.) y evapord. El sélido obtenido se purific6 por una columna
cromatografica empacada con silica gel (12 g) y se eluyd con mezcla de disolventes
hexano/acetona, 99/1, para obtener 10.4 mg (4%) de diacetato de (22R,25R)Indeno[9',8':22,23]-

5a-furostan-33,26-diol (117a) idéntico al descrito en la seccién anterior.

Reordenamiento catalizado por HCIO,a partir de sapogeninas esteroidales y benzaldehido.

Utilizando HCIO, como catalizador. A una disolucién de acetato de tigogenina (82.6 mg, 0.18
mmol) en CH,Cl, (3 mL) y acido acético (1.1 mL), se le agregé HCIO, conc. (0.3 mL, 3.4 mmol) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se agrego
benzaldehido (38.2 mg, 0.36 mmol) disuelto en CH,Cl, (0.5 mL) y se agité a temperatura ambiente
(CCD hexano/acetato de etilo, 8/1 x 2). Al concluir, la mezcla de reaccidn se vertié sobre agua y se
extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase orgdnica se lavd con agua (4 x 15 mL), disolucién al
10% de Na,CO; (1 x 15 mL), agua (4 x 15 mL), disolucién saturada de NaCl (1 x 15 mL), se secé
(Na,SO, anh.) y evapord. El aceite obtenido se purificd por cromatografia en columna empacada
con silica gel (10 g) y se y se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetona, 99/1, para generar

59.0 mg (56%) de diacetato de (22R,25R)Indeno[9',8":22,23]-5a-furostan-3[3,26-diol (117a).
Utilizando HCIO, como catalizador. Un tratamiento similar aplicado al acetato de sarsasapogenina

(64b) (82.6 mg, 0.18 mmol) generé 53.1 mg (50%) del espiro[furan]indeno diacetato de
(22R,25S)Indeno[9',8':22,23]-5B-furostan-3[3,26-diol (117b).
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Reordenamiento catalizado por BFs;*Et,0 a partir de 23E-bencilidenespirostanos.

Utilizando BF;#Et,0 como catalizador. A una disolucién de 23E-bencilidenespirostano (0.18 mmol)
en CH,Cl, (0.9 mL) y acido acético (1.1 mL), se le agregd BF;¢Et,0 (0.11 mL) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente (CCD hexano/acetato de etilo, 8/1 x 2). Al concluir la reaccidn, la mezcla se
vertio sobre agua y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase orgénica se lavd con agua (3
x 20 mL), disolucién al 10% de Na,CO; (2 x 20 mL), agua (4 x 20 mL), disolucidn saturada de NaCl (1
x 20 mL), se secd (Na,SO, anh.) y evapord. El aceite obtenido se purificd por cromatografia en

columna, para generar los espiro[furan]indenos deseados.

La reaccion con la 23E-bencilidentigogenina (79a) (100 mg, 0.18 mmol, tiempo de reaccién: 48 h)
se purificd por una columna cromatografica empacada con silica gel (10 g) que se eluyd con mezcla
de disolventes hexano/acetona, 99/1, para obtener 14.0 mg (13%) de 117a idéntico al descrito

anteriormente.

La reaccion con la 23E-bencilidensarsasapogenina (79b) (100 mg, 0.18 mmol, tiempo de reaccién:
240 h) se purificd por una columna cromatografica empacada con silica gel (10 g) que se eluyé con
mezcla de disolventes hexano/acetona, 99/1, para obtener 32.8 mg (26%) de 117b idéntico al

descrito anteriormente.

La reaccidn con la 23E-bencilidenhecogenina (79¢) (102 mg, 0.18 mmol, tiempo de reaccion: 48 h)
se purificd por una columna cromatografica empacada con silica gel (10 g) que se eluyd con mezcla
de disolventes hexano/acetona, 16/1, para obtener 43.8 mg (40%) de 117c idéntico al descrito

anteriormente.

Reordenamiento catalizado por HCIO, a partir de 23E-bencilidenespirostanos.

Utilizando HCIO, como catalizador. A una disolucién de 23E-bencilidenespirostano (0.18 mmol) en
CH,Cl, (0.9 mL) y acido acético (1.1 mL), se le agregd HCIO, conc. (0.3 mL, 3.4 mmol) y la mezcla
agitd a temperatura ambiente (CCD hexano/acetato de etilo, 8/1 x 2). Al concluir, la mezcla de
reaccion se vertié sobre agua y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase organica se lavo

con agua (4 x 15 mL), disolucién al 10% de Na,CO; (1 x 15 mL), agua (4 x 15 mL), disolucién

65



saturada de NaCl (1 x 15 mL), se seco (Na,SO, anh.) y evapord. El aceite obtenido se purificd por

cromatografia en columna, para generar los espiro[furan]indenos deseados.

La reaccién con la 23E-bencilidentigogenina (79a) (100 mg, 0.18 mmol) se purificé por una
columna cromatografica empacada con silica gel (10 g) que se eluyé con mezcla de disolventes
hexano/acetona, 99/1, para obtener 117a idéntico al descrito previamente. (Condicion 1: Tiempo
de reaccion: 55 h, Rendimiento: 18.7 mg, 17%. Condicion 2: Tiempo de reaccion: 192 h,

Rendimiento: 28.0 mg, 26%).

La reaccion con la 23E-bencilidensarsasapogenina (79b) (100 mg, 0.18 mmol, tiempo de reaccidn:
384 h) se purificd por una columna cromatografica empacada con silica gel (10 g) que se eluyé con
mezcla de disolventes hexano/acetona, 99/1, para generar 49.0 mg (46%) de 117b idéntico al

descrito anteriormente.

3.1.4.2. Apertura oxidativa de los 23E-bencilidenespirostanos.

Procedimiento general para la acetdlisis catalizada por BF;*Et,0 de los 23E-bencilidenespirostanos.
A una disolucién de 23E-bencilidenespirostano (0.5 mmol) en CH,Cl, (2.5 mL) y Ac,0 (3 mL), se le
afiadié BF;¢Et,0 (0.3 mL) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 0.5 h (CCD
hexano/acetato de etilo, 4/1). Al transcurrir este tiempo, la mezcla de reaccién se vertié sobre
agua (40 mL) y se extrajo con acetato de etilo (2 x 30 mL). La fase organica se lavé con agua (7 x 25
mL), disolucién saturada de NaCl (1 x 30 mL), se secé (Na,SO, anh.) y evapord. El sélido obtenido
se purificd por una columna cromatografica empacada con silica gel (10 g) y se eluyd con sistema
de disolvente hexano/acetato de etilo, 10/1, para obtener los 23E-benciliden-furostenos

deseados.

La reaccién con 23E-bencilidentigogenina (79a) (273.4
mg, 0.5 mmol) generd 255.2 mg (87%) de: Diacetato
de (25R,23E)-23-benciliden-50-furost-20(22)-en-
3B,26-diol (118a). Aceite. RMN de 'H (400 MHz,
CDCl5) 6 ppm: 7.32 (m, 2H, H-orto), 7.25(m, 3H H-

meta y H-para), 6.68 (s, 1H, H-23'), 4.81 (ddd, J =10.2,
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7.8, 5.6 Hz, 1H, H-16), 4.69 (tt, J =11.3, 4.9 Hz, 1H, H-3), 3.85 (dt, J =7.7, 3.6 Hz, 2H, H-26), 2.58 (d, J
=10.2 Hz, 1H, H-17), 2.51 (ddd, J =14.2, 6.8, 1.3 Hz, 1H, H-24a), 2.32 (dd, J =13.9, 8.0 Hz, 1H, H-
24b), 2.20 (ddd, J =12.3, 7.9, 5.9 Hz, 1H, H-15a), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.95 (s, 3H, CH; acetilo),
1.81(d, J =0.9 Hz, 3H, H-21), 0.86 (d, J =8.4 Hz, 3H, H-27), 0.85 (s, 3H, H-19), 0.75 (s, 3H, H-18). 0.70
(td, J = 11.3, 4.2 Hz, 1H, H-9a). RMN de *C (100 MHz, CDCl3) & ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3,
34.0 C-4,44.6 C-5,28.5 C-6, 32.2 C-7,34.9 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.13 C-11, 39.7 C-12, 44.2 C-
13,54.9 C-14, 34.2 C-15, 84.3 C-16, 65.3 C-17, 14.2 C-18, 12.9 C-19, 107.7 C-20, 13.1 C-21, 151.8 C-
22, 132.1 C-23, 31.8 C-24, 31.7 C-25, 68.8 C-26, 16.9 C-27, 131.8 C-23’, 137.2 ipso, 128.1 orto,
128.9 meta, 126.7 para, 20.3 21.5 CHj; acetilo, 170.7 171.1 C=0 acetilo. HRMS (APCl) Observado
CssH5305 589.3896 (MH”) calculado 589.3893.

La reaccién con 23E-bencilidensarsasapogenina (79b)
(273.4 mg, 0.5 mmol) generé 239.2 mg (81%) de:
Diacetato de (25S,23E)-23-benciliden-53-furost-
20(22)-en-3p,26-diol (118b). Aceite. RMN de 'H (400
MHz, CDCl;) 6§ ppm: 7.45 - 7.11 (m, 5H, H-fenilo), 6.68
(s, 1H, H-23'), 5.07 (m, 1H, H-3), 4.81 (ddd, J = 10.3,
7.8, 5.6 Hz, 1H, H-16), 3.84 (d, J = 5.6 Hz, 2H, H-26), 2.60 (d, / = 10.1 Hz, 1H, H-15), 2.56 (m, 1H, H-
24a),2.30 (ddd, J=13.8, 7.7, 1.1 Hz, 1H, H-24b), 2.21 (ddd, J = 12.4, 7.9, 5.9 Hz, 1H, H-15a), 2.05 (s,
3H, CH; acetilo), 1.92 (s, 3H, CH; acetilo), 1.82 (s, 3H, H-21), 1.00 (s, 3H, H-19), 0.89 (d, J = 6.8 Hz,

2H, H-27), 0.76 (s, 3H, H-18). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) 6 ppm: 30.6 C-1, 25.0 C-2, 70.7 C-3, 30.8
C-4,37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.5 C-7, 35.1 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 21.0 C-11, 39.9 C-12, 44.4 C-13, 55.1
C-14, 34.2 C-15, 84.2 C-16, 65.3 C-17, 14.2 C-18, 23.8 C-19, 107.6 C-20, 13.1 C-21, 152.0 C-22,
132.0 C-23, 31.7 C-24, 31.7 C-25, 68.6 C-26, 16.9 C-27, 131.8 C-23’, 137.2 ipso, 128.8 orto, 128.1
meta, 126.7 para, 20.7 21.5 CH; acetilo, 170.7 171.2 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CsgHs305
589.3893 (MH") calculado 589.3893.

3.1.5. Saponificacion de los 23E-bencilidenespirostanos.

Procedimiento general de la saponificacion de los 23E-bencilidenespirostanos. A una disolucion de
23E-bencilidenespirostano (200 mg) en metanol (10 mL) y dioxano (5 mL) se le agregé KOH (600

mg) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente hasta que la materia prima se consumio
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completamente. Los disolventes voldatiles se evaporaron y el sélido producido se disolvié en
acetato de etilo (50mL). La fase organica se lavé con agua (6 x 25 mL) y una disolucion saturada de
NaCl (2 x 25 mL), se secd (Na,SO, anh.) y evapord. El sélido obtenido se purificé por cromatografia

en una columna para producir los correspondientes bencilidenespirostanoles.

La reaccién con acetato de 23E-bencilidentigogenina (79a) (200 mg, 0.37 mmol, tiempo de
reaccion: 0.7 h), se purificé por una columna cromatografica empacada con gel de silice (10 g) que

se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 6/1, para generar 183. 9 mg (99%) de:

[23(23’)E,25R]-23(23’)-benciliden-5a-espirostan-3B-ol

(119a). P.f. 200.8 — 201.8 (recristalizado de acetato de
etilo). RMN de ‘H (400 MHz, CDCl3) § ppm: 7.33 (dd, J=8.2,
7.0 Hz, 2H, H-meta), 7.26 — 7.20 (m, 3H, H-orto y H-para),

6.57 (d, J=2.2 Hz, 1H, H-23), 4.43 (dt, J=9.0, 7.1 Hz, 1H, H-

16), 3.66 — 3.47 (m, 3H, H-3, H-26ax. y H-26eq.), 2.78 (ddd, J=13.3, 4.4, 1.5 Hz, 1H, H-24eq.), 2.60
(g, J=6.9 Hz, 1H, H-20), 2.10 (ddd, J=13.5, 11.7, 1.9 Hz, 1H, H-24ax.), 2.00 (ddd, J=12.2, 7.5, 5.2 Hz,
1H, H-15), 1.89 (dd, J=9.0, 7.1 Hz, 1H, H-17), 1.10 (d, J=6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-18), 0.83 (s,
3H, H-19), 0.80 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-27), 0.67 (ddd, J=12.2, 10.3, 4.1 Hz, 1H, H-9). RMN de “*C (100
MHz, CDCl;) & ppm: 36.9 C-1; 31.5 C-2; 71.3 C-3, 38.2 C-4, 44.8 C-5, 28.6 C-6, 32.3 C-7, 35.0 C-8,
54.4 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.3 C-12, 40.8 C-13, 56.3 C-14, 31.6 C-15, 80.5 C-16, 61.6 C-17,
16.6 C-18, 12.4 C-19, 37.3 C-20, 14.8 C-21, 110.6 C-22; 137.1 C-23, 32.8 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-26,
17.2 C-27, 122.9 C-23’, 137.1 ipso, 129.1 orto, 128.1 meta, 126.6 para. ESIMS m/z (%): 505 MH*
(9.3), 454 (42.8), 440 (22.3), 99 (14.3), 98 (11.5), 85 (100), 69 (15.9), 55 (12.1).

La reaccidn con acetato de 23E-bencilidensarsasapogenina (79b) (200 mg, 0.37 mmol, tiempo de

reaccion: 96 h), se purificéd por una columna cromatografica empacada con gel de silice (10 g) que

se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 6/1, para generar 153.8 mg (82%) de:
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[23(23’)E,255]-23(23’)-benciliden-5B-espirostan-3p-ol

(119b). P.f. 129.6 — 130.8 (recristalizado de CH,Cl/
acetona). RMN de *H (400 MHz, CDCl;) 6 ppm: 7.36 — 7.29
(m, 2H, H-meta), 7.23 (d, J=7.5 Hz, 3H, H-orto y H-para),

6.72 (s, 1H, H-23"), 4.47 (dt, J=8.9, 7.1 Hz, 1H, H-16), 4.15 —

4.09 (m, 1H, H-3), 4.05 (dd, J=11.0, 4.2 Hz, 1H, H-26ax.),
3.32 (dt, J=11.2, 1.7 Hz, 1H, H-26eq.), 2.72 (ddd, J=13.7, 5.8, 1.7 Hz, 1H, H-24eq.), 2.49 (p, J=6.9 Hz,
1H, H-20), 2.29 (dd, J=13.7, 5.2 Hz, 1H, H-24ax.), 1.11 (d, J=6.9 Hz, 3H, H-21), 0.99 (s, 3H, H-19),
0.99 (d, J=6.9 Hz, 3H, H-27), 0.85 (s, 3H, H-18). RMN de **C (100 MHz, CDCl3) 6 ppm: 29.9 C-1; 27.8
C-2; 67.1C-3, 33.5 C-4, 36.5 C-5, 26.5 C-6, 26.5 C-7, 35.2 C-8, 39.8 C-9, 35.3 C-10, 20.9 C-11, 40.4 C-
12, 40.9 C-13, 56.4 C-14, 31.6 C-15, 81.0 C-16, 61.8 C-17, 16.7 C-18, 23.9 C-19, 39.7 C-20, 14.7 C-
21, 111.5 C-22; 136.7 C-23, 30.8 C-24, 30.3 C-25, 65.1 C-26, 18.3 C-27, 125.0 C-23’, 137.2 ipso,
129.0 orto, 128.0 meta, 126.5 para,. ESIMS m/z (%): 505 MH* (7.9), 454 (36.7), 440 (18.8), 99
(14.5), 98 (10.1), 85 (100), 69 (15.7), 55 (12.4).

La reaccidn con acetato de 23E-bencilidenhecogenina (79¢) (200 mg, 0.36 mmol, tiempo de
reaccion: 2.4 h), se purificéd por una columna cromatografica empacada con gel de silice (10 g) que

se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 3/2, para generar 135.4 mg (73%) de:

[23(23’)E,25R]-23(23’)-benciliden-3p-hidroxi-5a-
espirostan-12-ona (119c). Aceite. RMN de 'H
(400 MHz, CDCls) 6 ppm: 7.33 (t, J=7.5 Hz, 2H, H-
meta), 7.26 — 7.15 (m, 3H, H-orto y H-para), 6.55
(d, J=1.9 Hz, 1H, H-23’), 4.38 (dt, J=8.9, 6.8 Hz, 1H,
H-16), 3.69 — 3.51 (m, 1H, H-3), 2.79 (dd, J=13.4, 3.7 Hz, 1H, H-24eq.), 2.67 (dd, J=9.1, 7.0 Hz, 1H,

H-17), 2.51 — 2.37 (m, 1H, H-20), 2.25 (dd, J=14.4, 5.0 Hz, 1H, H-11eq.), 2.12 — 2.05 (m, 1H, H-
24ax.), 1.20 (d, J=6.9 Hz, 3H, H-21), 1.11 (s, 3H, H-18), 0.91 (s, 3H, H-19), 0.80 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-
27). RMN de *C (100 MHz, CDCl3) & ppm: 36.5 C-1; 31.2 C-2; 70.9 C-3, 37.8 C-4, 44.6 C-5, 28.3 C-6,
31.0 C-7, 34.2 C-8, 55.5 C-9, 36.1 C-10, 37.8 C-11, 213.4 C-12, 55.3 C-13, 55.7 C-14, 31.6 C-15, 78.8
C-16, 52.9 C-17, 16.2 C-18, 12.0 C-19, 37.8 C-20, 13.6 C-21, 110.6 C-22; 137.0 C-23, 32.9 C-24, 33.0
C-25, 66.1 C-26, 17.2 C-27, 123.0 C-23’, 137.0 ipso, 129.0 orto, 128.0 meta, 126.6 para. ESIMS m/z:
541 M*Na (<1), 454 (36.1), 440 (18.3), 99 (14.0), 85 (100.0), 69 (14.8), 55 (11.2).
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La reaccién con acetato de 23E-bencilidendiosgenina (79d) (200 mg, 0.37 mmol, tiempo de
reaccion: 4.0 h), se purificéd por una columna cromatografica empacada con gel de silice (10 g) que

se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 6/1, para generar 171.8 mg (92%) de:

[23(23’)E,25R]-23(23’)-benciliden-5a-espirost-5-en-3B-ol
(119d). P.f. 1483 - 150.6 (recristalizado de
CH,Cl,/metanol). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) & ppm:

7.36 — 7.30 (m, 2H, H-meta), 7.25 — 7.20 (m, 3H, H-orto y

119d H-para), 6.58 (s, 1H, H-23’), 5.35 (m, 1H, H-6), 4.46 (dt,

J=9.0, 7.0 Hz, 1H, H-16), 3.68 — 3.44 (m, 3H, H-3, H-26ax. y H-26eq.), 2.78 (dd, J=13.3, 3.5 Hz, 1H, H-
24eq.), 2.60 (p, J=7.0 Hz, 1H, H-20), 2.10 (ddd, J=13.5, 11.8, 2.0 Hz, 1H, H-24ax.), 1.11 (d, J=6.9 Hz,
3H, H-21), 1.03 (s, 3H, H-19), 0.86 (s, 3H, H-18), 0.80 (d, J=6.5 Hz, 3H, H-27). RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) 8 ppm: 37.2 C-1; 31.6 C-2; 71.7 C-3, 42.3 C-4, 140.8 C-5, 121.4 C-6, 32.1 C-7, 31.4 C-8, 50.1
C-9, 36.7 C-10, 20.9 C-11, 40.0 C-12, 40.5 C-13, 56.5 C-14, 31.7 C-15, 80.4 C-16, 61.5 C-17, 16.5 C-
18, 19.4 C-19, 37.3 C-20, 14.9 C-21, 110.6 C-22; 137.1 C-23, 32.9 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-26, 17.2 C-
27, 122.9 C-23’, 137.1 ipso, 129.1 orto, 128.1 meta, 126.5 para. ESIMS m/z: 541 MK (<1), 454
(39.8), 440 (25.9), 99 (15.1), 98 (17.0), 97 (13.7), 95 (10.6), 85 (100.0), 69 (15.7), 55 (12.1).

La reaccién con acetato de 23E-benciliden-A’-tigogenina (79e) (200 mg, 0.37 mmol, tiempo de
reaccion: 0.5 h), se purificéd por una columna cromatografica empacada con gel de silice (10 g) que

se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 4/1, para generar 124.4 mg (67%) de:

2, 0 2 [23(23’)E,25R]-23(23’)-benciliden-5a-espirost-7-en-33-ol
(119e). Aceite. RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) & ppm: 7.33
(t, /=7.6 Hz, 2H, H-meta), 7.25 — 7.20 (m, 3H, H-orto y H-

para), 6.57 (s, 1H, H-23’), 5.16 (m, 1H, H-7), 4.52 (m, 1H,

4}§_|6

119 H-16), 3.68 — 3.43 (m, 2H, H-26ax. y H-26eq.), 2.79 (m, 1H,

H-24eq.), 2.58 (q, J=7.0 Hz, 1H, H-20), 1.12 (d, J=6.8 Hz, 3H. H-21), 0.82 (s, 3H, H-19), 0.80 (d, J=6.9
Hz, 3H, H-27), 0.72 (s, 3H, H-18). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 37.1 C-1; 31.4 C-2; 71.0 C-3,
37.9 C-4, 40.3 C-5, 29.6 C-6, 118.0 C-7, 138.5 C-8, 49.1 C-9, 34.3 C-10, 21.5 C-11, 39.6 C-12, 41.6 C-
13, 54.9 C-14, 31.0 C-15, 80.2 C-16, 61.5 C-17, 16.4 C-18, 13.1 C-19, 37.8 C-20, 14.8 C-21, 110.6 C-
22; 137.1 C-23, 32.9 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-26, 17.2 C-27, 122.9 C-23’, 137.0 ipso, 129.1 orto,
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128.1 meta, 126.5 para. ESIMS m/z: 541 M*K (<1), 454 (46.7), 440 (25.8), 99 (14.0), 85 (100), 69
(15.5), 55 (11.3).

3.2. Sintesis y estudio de la reactividad de los dimeros 1,4-dimetilidenbencen-diespirostanos.

3.2.1. Sintesis de los dimeros simétricos 1,4-dimetiliden-diespirostanos.

Procedimiento general para la sintesis de los dimeros simétricos 1,4-dimetilidenbencen-
diespirostanos. A una disolucidon de sapogenina esteroidal acetilada (2 mmol) y tereftalaldehido
(134.1 mg, 1 mmol) en CH,Cl, (60 mL), se le agregé BF;eEt,0 (12 mL) y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente hasta que la materia prima se consumid por completo (CCD). Al concluir, la
mezcla de reaccidon se vertid sobre hielo, se agitd hasta que el hielo se fundié y se extrajo con
acetato de etilo (180 mL). La fase organica se lavd con agua (8 x 70 mL), disolucién saturada de
NaCl (1 x 70 mL), se secé (Na,SO, anh.) y se evapord a sequedad. El sélido obtenido se purificé por

cromotografia en columna para obtener los dimeros deseados.

Para la reaccidn con acetato de tigogenina (64a) (917.4 mg, 2 mmol; CCD hexano/acetato de etilo,
8/1 x 2; tiempo de reaccidn 4 h), se llevd a cabo la purificacién con una columna empacada con
silica gel (30 g), el crudo se fij6 en 5 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes

hexano/acetato de etilo, 10/1, para generar 841.6 mg (83%) de:

Diacetato de [23(28)E,23’(28’)E,25R,25’R]-23(28),23’(28’)-1,4-dimetilidenbencen-5a,5’ a-
diespirostan-3,3’B-diol (121a): P.f. 286.6 — 289.4 °C (recristalizado de hexano/acetate de etilo).
RMN de *H (400 MHz, CDCl;) & ppm: 7.20 (s, 4H, H-fenilo), 6.54 (d, J = 1.9 Hz, 2H, H-28, H-28’), 4.68
(tt, J = 10.9, 4.8 Hz, 2H, H-3, H-3’), 4.43 (dt, J = 9.1, 7.1 Hz, 2H, H-16, H-16'), 3.56 (m, 4H H-26, H-
26’), 2.82 (dd, J = 13.3, 3.7 Hz, 2H, H-24 eq.), 2.58 (p, J/ = 6.2 Hz, 2H, H-20), 2.11 (dd, J = 12.5, 12.5
Hz, 2H, H-24 ax.), 1.09 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-21, H-21’), 0.84 (s, 6H, H-19, H-19’), 0.82 (s, 6H.-18, H-
18’), 0.80 (d, J = 6.7 Hz, 6H, H-27, H-27’), 0.68 (m, 2H, H-9, H-9’). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) &
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ppm: 36.7 C-1 C-1’,27.4 C-2 C-2’, 73.6 C-3 C-3’,34.0 C-4 C-4’, 44.6 C-5 C-5’, 28.5 C-6 C-6’, 32.2 C-7
C-7’,35.0 C-8 C-8, 54.2 C-9 C-9’, 35.6 C-10 C-10’, 21.0 C-11 C-11’, 40.2 C-12 C-12’, 40.8 C-13 C-13’,
56.2 C-14 C-14’, 31.6 C-15 C-15’, 80.4 C-16 C-16’, 61.6 C-17 C-17’, 16.7 C-18 C-18’, 12.3 C-19 C-19’,
37.3 C-20 C-20’, 14.8 C-21 C-21’, 110.6 C-22 C-22’, 137.2 C-23 C-23’, 33.0 C-24 C-24’, 33.1 C-25 C-
25’, 66.0 C-26 C-26’, 17.2 C-27 C-27’, 122.6 C-28 C-28’, 135.4 ipso, 128.9 orto, 21.4 CH; acetilo,
170.7 C=0 acetilo.

Para la reaccidn con acetato de sarsasapogenina (64b) (917.4 mg, 2 mmol; CCD hexano/acetato de
etilo, 8/1 x 2; tiempo de reaccidn 2 h), se utilizaron 100 mL de CH,Cl, para extraer la mezcla de
reaccion, en lugar de acetato de etilo. La purificacion se llevé a cabo con una columna empacada
con silica gel (30 g), el crudo se fij6 en 5 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes
hexano/acetona, 10/1, para retirar las impurezas menos polares y se continué con CH,Cl,/acetato

de etilo 20/1, para generar 702.1 mg (69%) de:

Diacetato de [23(28)E,23’(28’)E,25S,25’S]-23(28),23’(28’)-1,4-dimetilidenbencen-5B,5’B-
diespirostan-3p,3’B-diol (121b): P.f. 281.3 — 282.2 °C (sdlido amorfo). RMN de "H (400 MHz, CDCl,)
& ppm: 7.19 (s, 4H, H-fenilo), 6.69 (s, 2H, H-28 H-28’), 5.07 (m, 2H, H-3 H-3’), 4.46 (dt, / = 8.6, 6.9
Hz, 2H, H-16 H-16’), 4.04 (dd, J = 11.0, 4.2 Hz, 2H, H-26’ ax. H-26 ax.), 3.31 (dt, / = 10.9, 1.8 Hz, 2H,
H-26 H-26’ eq), 2.73 (ddd, J = 13.8, 5.6, 1.6 Hz, 2H, H-24 H-24’ eq.), 2.48 (p, J = 6.9 Hz, 2H, H-20 H-
20°), 2.31 (dd, J = 13.7, 5.3 Hz, 2H, H-24 ax. H-24’ ax.), 2.04 (s, 6H, CH3 acetilo), 1.10 (d, / = 6.9 Hz,
6H H-27 H-27’), 0.99 (s, 6H, H-19 H-19°), 0.99 (d, J = 7.0 Hz, 6H, H-21 H-21’), 0.84 (s, 6H, H-18 H-
18’). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 30.6 C-1 C-1’, 25.0 C-2 C-2’, 70.7 C-3 C-3’, 31.6 C-4 C-4,
37.3C-5C-5, 26.4 C-6 C-6’, 26.4 C-7 C-7’, 35.2 C-8 C-8’, 40.0 C-9 C-9’, 35.0 C-10 C-10’, 20.9 C-11 C-
11’,40.4 C-12 C-12’, 40.9 C-13 C-13’,56.3 C-14 C-14’,30.7 C-15 C-15’,81.1 C-16 C-16’, 61.8 C-17 C-
17’,16.7 C-18 C-18’, 23.8 C-19 C-19’, 39.8 C-20 C-20’, 18.3 C-21 C-21’,111.4 C-22 C-22’, 136.8 C-23
C-23’, 30.9 C-24 C-24’, 30.3 C-25 C-25’, 65.1 C-26 C-26", 14.7 C-27 C-27’, 124.8 C-28 C-28’, 135.4
ipso, 128.8 orto, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo.
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Para la reaccion con acetato de hecogenina (64c) (945.3 mg, 2 mmol; CCD hexano/acetato de etilo,
4/1 x 2; tiempo de reaccion 4 h), se llevd a cabo la purificacién con una columna empacada con
silica gel (30 g), el crudo se fij6 en 5 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes

hexano/acetato de etilo, 5/1, para generar 532.1 mg (52%) de:

Diacetato de [23(28)E,23’(28’)E,25R,25’R]-23(28),23’(28’)-1,4-dimetilidenbencen-38,3’'B-
diacetoxi-5a,5’a-diespirostan-12,12’-diona (121c): P.f. 287.6 — 289.1 °C (sélido amorfo). RMN de
'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 7.18 (s, 4H H-fenilo), 6.50 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H-28 H-28’), 4.66 (tt, J =
10.9, 4.9 Hz, 2H, H-3 H-3’), 4.37 (dt, J = 8.9, 6.5 Hz, 2H, H-16 H-16’), 3.54 (m, 4H, H-26 H-26’), 2.81
(m, 2H, H-24 H-24’ eq.), 2.65 (dd, J = 9.0, 7.0 Hz, 2H, H-17 H-17’), 2.44 (m, 2H, H-20 H-20’), 2.39 (m,
H-11 H-11’ eq.) 2.24 (dd, J = 14.4, 5.0 Hz, 2H, H-11 H-11" ax.), 2.00 (s, 6H, CH; acetilo) 1.18 (d, J =
6.8 Hz, 6H, H-21 H-21’), 1.09 (s, 6H, H-18 H-18’), 0.91 (s, 6H, H-19 H-19’), 0.79 (d, J = 6.5 Hz, 6H, H-
27 H-27’). RMN de *C (100 MHz, CDCl;)  ppm: 36.0 C-1 C-1’, 27.2 C-2 C-2’, 73.1 C-3 C-3’, 33.7 C-4
C-4’,44.4 C-5C-5,28.1C-6 C-6’,31.4 C-7 C-7’,34.2 C-8 C-8, 55.3 C-9 C-9’, 36.2 C-10 C-10’, 37.7 C-
11 C-11’, 213.2 C-12 C-12’, 55.3 C-13 C-13’, 55.5 C-14 C-14’, 31.0 C-15 C-15’, 78.8 C-16 C-16’, 52.9
C-17 C-17’, 16.1 C-18 C-18’, 11.8 C-19 C-19’, 37.8 C-20 C-20’, 13.6 C-21 C-21’, 110.5 C-22 C-22,
137.1 C-23 C-23’, 33.0 C-24 C-24’, 33.0 C-25 C-25’, 66.1 C-26 C-26’, 17.2 C-27 C-27’, 122.6 C-28 C-
28’,135.3 ipso, 128.9 orto, 21.3 CH; acetilo, 170.5 C=0 acetilo.

La reaccién con acetato de diosgenina (64d) se llevd a cabo con 1.4 g (3 mmol) y las cantidades de
reactivos sefialadas en el procedimiento general se ajustaron a esta cantidad de material de
partida (CCD hexano/acetato de etilo, 8/1 x 2; tiempo de reacciéon 3 h). Se purificé con una
columna empacada con silica gel (45 g), el crudo se fijé en 7.5 g de silica y se eluyé con mezcla de

disolventes hexano/acetato de etilo, 10/1, para generar 991.6 mg (65%) de:
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Diacetato de  [23(28)E,23’(28’)E,25R,25’R]-23(28),23’(28’)-1,4-dimetilidenbencen-5,5’-dien-
diespirostan-3p,3’B-diol (121d): P.f. 297.4 — 298.2 °C (sdlido amorfo). RMN de "H (400 MHz, CDCl,)
& ppm: ): 7.20 (s, 4H, H-fenilo), 6.55 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H-28 H-28’), 5.37 (dd, J = 4.6, 2.7 Hz, 2H, H-6
H-6’), 4.60 (qd, J = 10.7, 5.2 Hz, 2H, H-3 H-3’), 4.45 (dt, J = 8.9, 7.1 Hz, 2H, H-16 H-16), 3.55 (m, 4H,
H-26 H-26’), 2.82 (dd, J = 13.3, 3.9 Hz, 2H, H-24 H-24’ ax.), 2.59 (p, J = 6.9 Hz, 2H, H-20 H-20’ ), 2.12
(ddd, J = 13.4, 11.6, 1.9 Hz, 2H, H-24 H-24’ eq.), 2.02 (s, 6H, CH; acetilo), 1.10 (d, J = 6.9 Hz, 6H, H-
21 H-21’), 1.04 (s, 6H, H-19 H-19’), 0.98 (dd, J = 11.1, 5.4 Hz, 1H, H-9 H-9’), 0.85 (s, 6H, H-18 H-18’),
0.81 (d, J = 6.6 Hz, 6H, H-27 H-27’). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 36.9 C-1 C-1’, 27.7 C-2 C-
2’,73.9 C-3C-3",38.1 C-4C-4,139.7 C-5 C-5, 122.3 C-6 C-6’, 32.0 C-7 C-7’,31.3 C-8 C-8’,49.9 C-9
C-9’, 36.7 C-10 C-10’, 20.9 C-11 C-11, 39.9 C-12 C-12’, 40.5 C-13 C-13’, 56.4 C-14 C-14’, 31.7 C-15
C-15’, 80.4 C-16 C-1¢’, 61.5 C-17 C-17’, 16.5 C-18 C-18’, 19.3 C-19 C-19’, 37.3 C-20 C-20’, 14.8 C-21
C-271’,110.6 C-22 C-22’,137.2 C-23 C-23’, 32.9 C-24 C-24’, 33.1 C-25 C-25’, 66.0 C-26 C-26’, 17.2 C-
27 C-27’,122.6 C-28 C-28’, 135.4 ipso, 128.9 orto, 21.4 CH; acetilo, 170.5 C=0 acetilo.

3.2.1. Saponificacion de los dimeros simétricos 1,4-dimetiliden-diespirostanos.

Procedimiento general para la saponificacion de los dimeros simétricos 1,4-dimetilidenbencen-
diespirostanos. A una disolucion de dimero 1,4-dimetiliden-diespirostano (0.1 mmol) en CH,Cl, (9
mL) y metanol (1 mL), se le agregd metdxido de sodio (54 mg, 1 mmol, 5 eq.) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente hasta que la materia prima se consumié por completo (CCD,
hexano/acetato de etilo, 1/1). Se evaporaron los disolventes volatiles y el sélido obtenido se filtrd

y se lavé con agua para generar los 1,4-dimetilidenbencen-diespirostanoles deseados.

La reacciéon con 1,4-dimetilidenbencen-ditigogenina (121a) (101.5 mg, 0.1 mmol; tiempo de

reaccion 3.5 h), generd 93.3 mg (100%) de:
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[23(28)E,23’(28’)E,25R,25’R]-23(28),23’(28’)-1,4-dimetilidenbencen-5a,5’ a-diespirostan-3,3’B-
diol (122a): P.f. 272.5 — 274.3 °C (sélido amorfo). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) § ppm: 7.20 (s, 4H,
H-fenilo), 6.55 (d, J = 1.8 Hz, 2H, H-28 H-28’), 4.43 (dt, J = 9.0, 7.1 Hz, 2H, H-16 H-16’), 3.57 (m, 6H,
H-3 H-3” and H-26 H-26’), 2.82 (dd, J = 13.5, 4.5 Hz, 2H, H-24 H-24’ ax.), 2.58 (p, J = 6.9 Hz, 2H, H-20
H-20’), 2.12 (ddd, J = 13.4, 11.6, 1.8 Hz, 2H, H-24 H-24 ‘ eq.), 2.00 (ddd, J = 12.2, 7.5, 5.2 Hz, 2H H-
15, H-15" ), 1.89 (dd, J = 8.9, 7.0 Hz, 2H, H-17 H-17’), 1.09 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-21 H-21’), 0.82 (s,
12H, H-18 H-18" and H-19 H-19’), 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-27 H-27’), 0.66 (td, /= 11.1, 10.4, 4.0 Hz,
2H, H-9 H-9’). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.9 C-1 C-1’, 31.5 C-2 C-2’, 71.2 C-3 C-3/, 38.2
C-4 C-4, 44.8 C-5 C-5’, 28.6 C-6 C-6’, 32.3 C-7 C-7’, 35.0 C-8 C-&, 54.4 C-9 C-9, 35.6 C-10 C-10/,
21.1 C-11 C-11’,40.3 C-12 C-12’, 40.8 C-13 C-13’, 56.3 C-14 C-14’, 31.6 C-15 C-15’, 80.5 C-16 C-16’,
61.6 C-17 C-17’, 16.7 C-18 C-18’, 12.4 C-19 C-19’, 37.3 C-20 C-20’, 14.9 C-21 C-21’, 110.6 C-22 C-
22’,137.2 C-23 C-23’,32.9 C-24 C-24’, 33.1 C-25 C-25’, 66.1 C-26 C-26’, 17.2 C-27 C-27’,122.6 C-28
C-28’,135.4 ipso, 128.9 orto.

Para llevar a cabo la reaccién con la 1,4-dimetilidenbencen-disarsasapogenina (121b) (101.5 mg,
0.1 mmol; tiempo de reaccién 65 h) fue necesario utilizar 10 eq. de MeONa para generar 83.0 mg

(89%) de:

[23(28)E,23’(28’)E,25S,25’S]-23(28),23’(28’)-1,4-dimetilidenbencen-5B,5’ B-diespirostan-33,3’-

diol (122b): P.f. 334.1 — 336.2 °C (sdlido amorfo). RMN de "H (400 MHz, CDCl;) & ppm: 7.20 (s, 4H,
H fenilo), 6.69 (s, 2H, H-28 H-28), 4.46 (q, J = 7.7 Hz, 2H, H-16 H-16’), 4.11 (s, 2H, H-3 H-3’), 4.05
(dd, J=11.2, 4.2 Hz, 2H, H-26 H-26’ eq.), 3.32 (d, J = 11.0 Hz, 2H H-26 H-26" ax.), 2.74 (dd, J = 13.9,
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5.6 Hz, 2H, H-24 H-24’ ax.), 2.48 (p, J = 7.0 Hz, 2H, H-20 H-20’), 2.31 (dd, J = 13.8, 5.3 Hz, 2H, H-24
H-24 eq.), 1.10 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-27 H-27’), 0.99 (m, H-19 H-19’ and H-21 H-21’), 0.85 (s, 6H, H-
18 H-18’). RMN de ™C (100 MHz, CDCl;) 6 ppm: 29.9 C-1 C-1’, 27.8 C-2 C-2’, 67.1 C-3 C-3’, 33.5 C-4
C-4’,36.5 C-5 C-5’, 26.6 C-6 C-6', 26.6 C-7 C-7’, 35.2 C-8 C-8’, 39.9 C-9 C-9’, 35.2 C-10 C-10’, 20.9 C-
11 C-11’,40.5 C-12 C-12’, 41.0 C-13 C-13’, 56.5 C-14 C-14’, 31.6 C-15 C-15’, 81.1 C-16 C-16, 61.8 C-
17 C-17’, 16.7 C-18 C-18’, 23.9 C-19 C-19’, 39.8 C-20 C-20’, 18.4 C-21 C-21’,111.5 C-22 C-22’, 136.8
C-23 C-23’, 31.0 C-24 C-24’, 30.3 C-25 C-25’, 65.1 C-26 C-26" , 14.7 C-27 C-27’, 124.8 C-28 C-28/,
135.5 ipso, 128.8 orto.

La reacciéon con 1,4-dimetilidenbencen-dihecogenina (121c) (104.3 mg, 0.1 mmol; tiempo de

reaccion 3 h), generd 89.7 mg (94%) de:

122¢

[23(28)E,23’(28’)E,25R,25’R]-23(28),23’(28’)-1,4-dimetilidenbencen-3B,3’B-dihidroxi-5a,5’ a-
diespirostan-12,12’-diona (122c): P.f. 279.8 — 281.1 °C (sélido amorfo). "H RMN (400 MHz, CDCl;) &
ppm: 7.19 (s, 4H, H fenilo), 6.52 (d, J=1.8 Hz, 2H, H-28 H-28’), 4.38 (dt, J=8.8, 6.7 Hz, 2H, H-16 H-
16’), 3.61 (dt, J=10.4, 4.9 Hz, 2H, H-3 H-3’), 3.56 (m, 4H, H-26 H-26’ eq and H-26 H-26" ax.), 2.82
(dd, J=13.3, 4.3 Hz, 2H, H-24 H-24’ ax.), 2.66 (dd, J=9.0, 7.0 Hz, 2H, H-17 H-17"), 2.45 (m, 4H, H-20
H-20’), 2.25 (dd, J=14.4, 5.0 Hz, 2H, H-11 H-11" ax.), 1.19 (d, J=6.9 Hz, 6H, H-21 H-21’), 1.10 (s, 6H,
H-18 H-18), 0.91 (s, 6H, H-19 H-19’), 0.80 (d, J=6.5 Hz, 6H, H-27 H-27’). *C RMN (100 MHz, CDCls)
6 ppm: 36.5 C-1 C-1’, 31.2 C-2 C-2’, 70.9 C-3 C-3’,37.9 C-4 C-4’, 44.6 C-5 C-5, 28.3 C-6 C-6/, 31.6 C-
7 C-7’,34.3 C-8 C-8’, 55.7 C-9 C-9’, 36.1 C-10 C-10’, 37.8 C-11 C-11’, 213.5 C-12 C-12’, 55.3 C-13 C-
13’,55.5 C-14 C-14’, 31.0 C-15 C-15’, 78.8 C-16 C-16’, 52.9 C-17 C-17’, 16.2 C-18 C-18’, 12.0 C-19 C-
19’,37.8 C-20 C-20’, 13.6 C-21 C-21’, 110.6 C-22 C-22’,137.1 C-23 C-23’, 32.9 C-24 C-24’, 33.0 C-25
C-25’,66.1 C-26 C-26’, 17.2 C-27 C-27’,122.7 C-28 C-28’, 135.3 ipso, 128.9 orto.

La reacciéon con 1,4-dimetilidenbencen-ddiosgenina (121d) (101.1 mg, 0.1 mmol; tiempo de

reaccién 4.5 h), generd 85.0 mg (92%) de:
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[23(28)E,23’(28’)E,25R,25’R]-23(28),23’(28’)-1,4-dimetilidenbencen-5,5’-dien-diespirostan-
3B,3’B-diol (122d): P.f. 298.9 — 302.6 °C (sdlido amorfo). RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) § ppm: 7.21
(s, 4H, H fenilo), 6.56 (d, J=1.8 Hz, 2H, H-28 h-28’), 5.35 (d, J=2.1 Hz, 2H, H-6 H-6’), 4.45 (dt, J=8.9,
7.1 Hz, 2H, H-16 H-16’), 3.54 (m, 6H, , H-3 H-3’ and , H-26 H-26’ ax. , H-26 H-26’ eq.), 2.86 — 2.77
(m, 2H), 2.60 (p, J=6.9 Hz, 2H, , H-20 H-20’), 1.11 (d, J=6.9 Hz, 6H, , H-21 H-21’), 1.03 (s, 6H, , H-19
H-19’), 0.86 (s, 6H, H-18 H-18’), 0.81 (d, J=6.6 Hz, 6H, , H-27 H-27’). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) &
ppm: 37.2C-1C-1’,31.6 C-2 C-2’,71.7 C-3 C-3’, 42.3 C-4 C-4’, 140.8 C-5 C-5’, 121.3 C-6 C-6’, 32.1 C-
7 C-7’,31.4 C-8 C-8’, 50.1 C-9 C-9’, 36.7 C-10 C-10’, 20.9 C-11 C-11’, 40.0 C-12 C-12’, 40.5 C-13 C-
13’,56.5 C-14 C-14’, 31.7 C-15 C-15’, 80.4 C-16 C-16’, 61.5 C-17 C-17’, 16.5 C-18 C-18’, 19.4 C-19 C-
19’,37.3 C-20 C-20’, 14.8 C-21 C-21’, 110.6 C-22 C-22’,137.2 C-23 C-23’, 33.0 C-24 C-24’, 33.1 C-25
C-25’,66.1 C-26 C-26’,17.2 C-27 C-27’,122.6 C-28 C-28’, 135.4 ipso, 128.9 orto.

3.2.3. Estudio de las reducciones de los dimeros 1,4-dimetiliden-diespirostanos.

3.2.3.1. Reduccion con NaBH;CN en dcido acético.

Procedimiento general para la reduccion con NaBH;CN en dcido acético de los dimeros 1,4-
dimetilidenbencen-diespirostanos. A una disolucion de diacetato de 1,4-dimetilidenbencen-
diespirostano (0.1 mmol) en acido acético (2 mL) y CH,Cl, (2 ml), se le afadié NaBH3;CN (18.9 mg,
0.3 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos (CCD, hexano/acetato
de etilo, 4/1 x 2). Al concluir, la mezcla de reaccion se vertid sobre agua (15 mL) y se extrajo con
acetato de etilo (3x10 mL). La fase orgdnica se lavd con agua (5x10 mL) y con disolucién saturada
de NaCl (3x10 mL), se secd (Na,SO, anh.) y evapord. El aceite obtenido se purificé por
cromatografia en columna empacada con silica gel (9 g), el crudo se fijo en silica (0.5 g) y se eluyd
con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 10/1, hasta obtener los primeros dos
productos y se continud con sistema hexano/acetato de etilo, 4/1 para generar los

correspondientes dimeros reducidos.
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La reduccién del diacetato de 1,4-dimetilidenbencen-ditigogenina (121a) (101.5 mg, 0.1 mmol)

genero:

Dimero 123a. Rendimiento:
10.2 mg (10%). P.f. 263.9 —
265.8 °C (sdlido amorfo

recristalizado de

CH,Cl,/acetato de etilo).
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § ppm: 7.06 (s, 4H. H-fenilo), 4.68 (tt, /=11.0, 4.9 Hz, 2H, H-3 H-3'),
4.40 (dt, J=9.0, 7.2 Hz, 2H, H-16 H-16'), 3.43 (ddd, J=11.0, 4.8, 1.9 Hz, 2H, H-26 eqg. H-26' eq.), 3.29
(dd, J=11.1, 11.1 Hz, 2H, H-26 ax. H-26"ax.), 2.94 (dd, J=13.8, 3.4 Hz, 2H, H-28a H-28a'), 2.37 (m,
2H, H-20b H-20b'), 2.31 (m, 2H, H-28b H-28b'), 2.02 (s, 6H, CH; acetilo), 0.98 (d, J=6.8 Hz, 6H, H-21
H-21'), 0.83 (s, 6H, H-19 H-19'), 0.79 (s, 6H, H-18 H-18'), 0.71 (d, J=6.6 Hz, 6H, H-27 H-27'), 0.68 —
0.63 (m, 2H, H-9 H-9'). RMN de "*C (100 MHz, CDCl5) & ppm: 36.7 C-1 C-1’, 27.5 C-2 C-2’, 73.7 C-3 C-
3’,34.0C-4C-4’,44.6 C-5 C-5', 28.5 C-6 C-6’,32.2 C-7 C-7’,35.0 C-8 C-8’, 54.2 C-9 C-9’, 35.6 C-10 C-
10’,21.0C-11C-17’,40.1C-12 C-12’,41.1 C-13 C-13’,56.1 C-14 C-14’, 31.6 C-15 C-15’, 80.8 C-16 C-
16’, 61.6 C-17 C-17’, 16.8 C-18 C-18’, 12.3 C-19 C-19’, 36.9 C-20 C-20’, 14.4 C-21 C-21’, 111.3 C-22
C-22’, 40.3 C-23 C-23’, 34.4 C-24 C-24’, 30.8 C-25 C-25’, 66.0 C-26 C-26, 17.0 C-27 C-27’, 36.8 C-28
C- 28’,138.3 ipso, 129.0 orto, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CgHgsO5
1019.7165 (MH"), calculado 1019.7340.

Dimero 124a.
Rendimiento: 34.9
mg  (34%). P.f.
188.9 — 190.2 °C

(sdlido amorfo

recristalizado  de
CH,Cl,/metanol). RMN de ‘H (400 MHz, CDCl;) & ppm: 7.28 (s, 4H H-fenilo), 6.41 (d, J = 1.8 Hz, 2H,
H-28 H-28’), 4.68 (tt, J = 11.4, 4.9 Hz, 2H, H-3 H-3'), 4.39 (ddd, J = 9.0, 7.6, 5.7 Hz, 2H, H-16 H-16'),
3.86 (d, J = 9.2 Hz, 2H, H-22 H-22'), 3.55 (dd, J = 11.6, 3.0 Hz, 2H, H-26a H-26a'), 3.18 (dd, J = 11.6,
3.9 Hz, 2H, H-26b H-26b'), 2.53 (ddd, J = 14.4, 4.3, 1.9 Hz, 2H, H-24a H-24a'), 2.20 (dd, J = 14.4, 10.9
Hz, 2H, H-24b H-24b'), 2.01 (s, 6H, CH5 acetilo), 1.00 (d, J = 6.6 Hz, 6H, H-21 H-21'), 0.90 (s, 6H, H-
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18 H-18'), 0.89 (d, J = 7.0 Hz, 6H, H-27 H-27"), 0.83 (s, 6H, H-19 H-19'), 0.66 (ddd, J = 12.3, 10.3, 4.1
Hz, 2H, H-9 H-9'). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 36.7 C-1 C-1’, 27.4 C-2 C-2’, 73.6 C-3 C-3/,
34.0 C-4 C-4’, 44.7 C-5 C-5’, 28.4 C-6 C-6’, 32.1 C-7 C-7’, 35.0 C-8 C-8’, 54.1 C-9 C-9’, 35.6 C-10 C-
10’,20.8 C-11 C-11’,39.7 C- 12 C-12’,41.5 C-13 C-13’, 56.7 C-14 C-14’, 31.9 C-15 C-15’, 83.6 C-16 C-
16’,63.8 C-17 C-17’,17.0 C-18 C-18’,12.2 C-19 C-19’, 37.0 C-20 C-20’,17.7 C-21 C-21’,97.2 C-22 C-
22’,139.2 C-23 C-23’, 30.0 C-24 C-24’, 34.3 C-25 C-25’, 65.4 C-26 C-26’, 18.2 C-27 C-27’, 128.4 C-28
C-28’, 135.9 ipso, 128.6 orto, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo.

Dimero 125a.
Rendimiento: 32.5 mg
(32%). P.f. 159.3 - 160.1 °C
(sdlido amorfo

recristalizado de

CH,Cl,/hexano). RMN de
'H (400 MHz, CDCl5) & ppm: 7.25 (d, J=8.1 Hz, 2H orto’), 7.10 (d, J=8.0 Hz, 2H orto), 4.68 (m, 2H H-3
H-3'), 4.40 (tdd, J=7.8, 6.4, 4.8 Hz, 2H H-16 H-16), 3.86 (d, J=9.2 Hz, 1H H-22'), 3.57 (dd, J=11.6, 3.0
Hz, 1H, H-26’a), 3.43 (ddd, J=11.0, 4.7, 1.9 Hz, 1H, H-26eq.), 3.29 (dd, J=11.1, 11.1 Hz, 1H, H-26ax.),
3.19 (dd, J=11.6, 3.8 Hz, 1H, H-26’b), 2.94 (dd, J=13.8, 3.4 Hz, 1H, H-28a), 2.54 (ddd, J=14.2, 4.4, 2.0
Hz, 1H, H-24’a), 2.33 (m, 2H, H-20 y H-28b), 2.19 (dd, J=14.4, 10.9 Hz, 1H, H-24’b), 2.02 (d, J=1.3
Hz, 6H 2x CH; acetilo), 1.00 (d, J=7.0 Hz, 3H, H-21’), 0.98 (d, J=6.5 Hz, 3H, H-21), 0.90 (m, 6H, H-18'
H-27'), 0.84 (d, J=1.7 Hz, 6H, H-19 H-19'), 0.80 (s, 3H, H-18), 0.71 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de
C (100 MHz, CDCly) & ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.7 C-3, 34.0 C-4, 44.7 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7,
34.9C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 41.1 C-13, 56.1 C-14, 31.6 C-15, 80.8 C-16, 61.6
C-17, 16.8 C-18, 12.3 C-19, 36.9 C-20, 14.4 C-21, 111.3 C-22, 40.2 C-23, 34.5 C-24, 30.8 C-25, 66.0
C-26, 17.0 C-27, 36.8 C-28, 139.6 ipso, 129.1 orto, 36.7 C-1’, 27.4 C-2’, 73.6 C-3’, 34.0 C-4’, 44.6 C-
5, 28.4 C-6’, 32.1 C-7’, 35.0 C-8’, 54.1 C-9’, 35.6 C-10’, 20.9 C-11’, 39.8 C- 12/, 41.5 C-13’, 56.7 C-
14’, 31.8 C-15’, 83.6 C-16’, 63.8 C-17’, 17.0 C-18’, 12.2 C-19’, 36.9 C-20’, 17.7 C-21’, 97.4 C-22’,
138.3 C-23’,30.0 C-24’, 34.2 C-25’, 65.4 C-26’, 18.3 C-27’, 128.8 C-28’, 135.0 ipso’, 128.6 orto’, 21.4
CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CggHqsOg 1019.6936 (MH"), calculado
1019.7340.
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La reduccidon del diacetato de 1,4-dimetilidenbencen-disarsasapogenina (121b) (203.0 mg, 0.2

mmol, procedimiento general ajustado para 0.2 mmol) genero:

Dimero 123b. Rendimiento:
11.0 mg (5%). P.f. 275.9 —
277.2 °C (Sdlido amorfo
recristalizado de

CH,Cl,/acetato de etilo).

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,)
6 ppm: 7.04 (s, 4H, H-fenilo), 5.07 (t, J = 2.9 Hz, 2H, H-3 H-3’), 4.42 (dt, / = 8.8, 7.0 Hz, 2H, H-16 H-
16’), 3.88 (dd, J = 10.9, 2.6 Hz, 2H, H-26eq. H-26’eq), 3.25 (dd, J = 11.7 Hz, 2H, H-26eq. H-26’eq),
2.93 (dd, J = 13.9, 3.6 Hz, 2H, H-28a, H-28'a), 2.40 — 2.22 (m, 4H, H-20 H-20’ y H-28b H-28’b), 2.04
(s, 6H, CH; acetilo), 1.01 (d, J = 6.9 Hz, 6H, H-21 H-21’), 0.98 (s, 6H, H-19 H-19’), 0.97 (d, J = 8.4 Hz,
6H, H-27 H-27"), 0.79 (s, 6H, H-18 H-18"). RMN de **C (100 MHz, CDCl5) § ppm: 30.7 C-1 C-1’, 25.0
Cc-2 C-2’,70.7 C-3 C-3’,30.6 C-4 C-4’, 37.3 C-5 C-5/, 26.4 C-6 C-6’, 26.5 C-7 C-7’, 35.2 C-8 C-8’, 40.0
C-9 C-9/,35.0C-10C-10’,20.9 C-11 C-11",40.3 C-12 C-12’,41.1 C-13 C-13’,56.3 C-14 C-14’,31.6 C-
15 C-15’, 81.0 C-16 C-16’, 61.5 C-17 C-17’, 16.8 C-18 C-18’, 23.9 C-19 C-19’, 37.3 C-20 C-20’, 14.2 C-
21 C-21’,111.9 C-22 C-22’, 34.6 C-23 C-23’, 31.9 C-24 C-24’, 28.1 C-25 C-25’, 64.3 C-26 C-26’, 16.6
C-27 C-27’,36.7 C-28 C-28’, 138.3 ipso, 128.8 orto, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo.

Dimero 124b.
Rendimiento 104.1
mg (51%). P.f.
197.8 - 200.3 °C

(Sdlido amorfo

recristalizado  de
CH,Cl,/metanol). RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) 6 ppm: 7.23 (s, 4H, H-fenilo), 6.59 (s, 2H, H-28 H-
28'), 5.06 (g, J = 2.8 Hz, 2H, H-3 H-3'), 4.36 (td, J = 7.8, 5.3 Hz, 2H, H-16 H-16'), 3.87 (d, J = 8.8 Hz,
2H, H-22 H-22'), 3.33 — 3.23 (m, 4H, H-26a H-26'a y H-26b H-26'b), 2.48 (dd, J = 13.9, 8.0 Hz, 2H, H-
24a H-24'a), 2.18 (dd, J = 13.9, 6.5 Hz, 2H, H-24b H-24'b), 2.04 (s, 6H, CH; acetilo), 1.06 (d, J = 6.7
Hz, 6H, H-21 H-21'), 0.98 (s, 6H, H-19 H-19'), 0.86 (s, 6H, H-18 H-18'), 0.79 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-27
H-27'). RMN de 3C (100 MHz, CDCl;) 6 ppm: 30.7 C-1 C-1’, 25.0 C-2 C-2’, 70.7 C-3 C-3, 30.6 C-4 C-
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4’,37.3 C-5 C-5, 26.3 C-6 C-6’, 26.3 C-7 C-7’, 35.3 C-8 C-8’, 39.9 C-9 C-9’, 35.0 C-10 C-10’, 20.7 C-11
C-11’,39.9C-12 C-12’, 41.4 C-13 C-13’, 56.9 C-14 C-14’, 32.0 C-15 C-15’, 83.3 C-16 C-16’, 64.6 C-17
Cc-17’, 16.7 C-18 C-18’, 23.8 C-19 C-19’, 37.1 C-20 C-20’, 18.7 C-21 C-21’, 94.8 C-22 C-22’, 139.6 C-
23 C-23',30.8 C-24 C-24’, 35.0 C-25 C-25’, 66.9 C-26 C-26',17.3 C-27 C-27’, 127.5 C-28 C-28’, 136.3
ipso, 128.7 orto, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo.

Dimero 125b.
Rendimiento: 59.8 mg
(29%). P.f. 197.1 - 198.4 °C
(Sdlido amorfo
recristalizado de
00CCHs | CH,Cl,/hexano). RMN de
'H (400 MHz, CDCl;) & ppm: 7.19 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-orto’), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-orto), 6.60 (s,

1H, H-28’), 5.07 (t, J = 2.9 Hz, 2H, H-3 H-3’), 4.39 (dtd, J = 16.2, 8.4, 7.8, 6.1 Hz, 2H, H-16 H-16’),
3.94 —3.84 (m, 2H, H-26eq. y H-22’), 3.32 (qd, J = 11.0, 5.1 Hz, 2H, H-26’a y H-26’b), 3.27 —3.23 (m,
1H, H-26ax.), 2.94 (dd, J = 13.9, 3.6 Hz, 1H, H-28a), 2.43 (dd, J = 13.9, 8.4 Hz, 1H, H-24a), 2.37 —
2.23 (m, 3H, H-20, H-24b, H-28b), 2.17 — 2.06 (m, 2H, H-23 y H-20"), 1.07 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-21"),
1.01 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.98 (s, 6H, H-19 H-19’), 0.96 (d, J = 7.1 Hz, 3H, H-27), 0.87 (s, 3H, H-
18’), 0.80 — 0.77 (m, 6H, H-18 y H-27’). RMN de **C (100 MHz, CDCl5) 6 ppm: 30.8 C-1, 25.0 C-2,
70.7 C-3, 30.6 C-4, 37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.4 C-7, 35.2 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C- 12,
41.1 C-13, 56.3 C-14, 31.5 C-15, 81.0 C-16, 61.5 C-17, 16.8 C-18, 23.8 C-19, 37.3 C-20, 14.2 C-21,
111.8 C-22, 34.6 C-23, 31.3 C-24, 28.0 C-25, 64.3 C-26, 16.6 C-27, 36.8 C-28, 139.3 ipso, 128.9 orto,
30.7 C-1’, 25.0 C-2’, 70.7 C-3’, 30.6 C-4’, 37.3 C-5’, 26.4 C-6’, 36.4 C-7’, 35.4 C-8’, 40.0 C-9’, 35.0 C-
10’, 20.7 C-11’, 39.9 C- 12/, 41.4 C-13’, 56.9 C-14’, 32.1 C-15’, 83.3 C-16’, 64.7 C-17’, 16.7 C-18,
23.8C-19’,37.1 C-20’, 18.8 C-21’, 94.7 C-22’, 138.7 C-23’, 31.8 C-24’, 35.0 C-25’, 67.0 C-26', 17.4 C-
27’, 127.8 C-28’, 135.3 ipso’, 128.7 orto’, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. HRMS (APClI)
Observado CgHg905 1019.7395 (MH™), calculado 1019.7340.
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3.2.3.2. Hidrogenacion catalitica.

Procedimiento general para la reduccion catalitica de los dimeros 1,4-dimetilidenbencen-
diespirostanos. A una disolucién purgada con vacio de diacetato de 1,4-dimetilidenbencen-
diespirostano (0.3 mmol) en CH,Cl, (12 mL) y etanol (21.2 mL), se le agregd paladio sobre carbono
(10% p/p). La mezcla se purgd nuevamente y se agité a temperatura ambiente bajo atmdsfera de
H, hasta que la materia prima se consumié por completo (24 h. CCD hexano/acetato de etilo, 8/1 x
2). Al terminar la reaccidn, la mezcla se filtrd sobre silica gel, el lecho se lavé con acetato de etiloy
el filtrado se evaporé al vacio. El sélido obtenido se purificé por cromatografia en columna
empacada con silica gel (20 g) y se eluydé con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 15/1

para generar el dimero reducido deseado.
La reaccién con el diacetato de 1,4-dimetilidenbencen-ditigogenina (121a) (304.6 mg, 0.3 mmol)

generd 251.6 mg (82.3%) del espirostano dimerico 1,4-dimetil-bencil 123a idéntico al descrito

anteriormente.
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Capitulo 4. Sintesis de los espirocromenos derivados de sapogeninas esteroidales.

Con el antecedente de la reaccién de condensacién aldélica catalizada por BF3;*Et,0 entre
sapogeninas esteroidales y el benzaldehido, se exploré el desarrollo de esta reaccién al utilizar
como materia prima al 2-hidroxibenzaldehido, con el fin de estudiar si bajo las mimas condiciones
de reaccidn se favorecia el cierre del anillo por parte del fenol en lugar del grupo hidroxilo de C-26
de la sapogenina, para generar derivados con un heterociclo aromatico unido a la cadena lateral y
analizar la influencia de este nuevo fragmento en el perfil de reactividad y en la potencial actividad

bioldgica de los derivados a obtener.

4.1. Productos de la condensacion alddlica entre sapogeninas esteroidales y el 2-
hidroxibenzaldehido.

El tratamiento de una disolucién de acetato de tigogenina (64a) en CH,Cl, con dos equivalentes de
2’-hidroxibenzaldehido (126) y un exceso de BFs;*Et,0 (48 mmol), generd una mezcla de los
compuestos epiméricos 127a y 128a (32% y 11%, respectivamente) que fueron denominados
como 22R y 22S-espirocromenos respectivamente, junto con pequenas cantidades de
subproductos no identificados y materia prima sin reaccionar. Una extensién de esta metodologia
con el acetato de sarsasapogenina (64b) produjo los esperados espirocromenos diasteroméricos

127b y 128b (10% y 32%, respectivamente) (Esquema 37).

/HH =, OH
NOE R' R?
64alb 126 127a (32%) 128a (11%)
127b (10%) 128b (32%)

a: 50, R'= H, R? = CH; (25R)
b: 58, R'=CH3, R® = H (25S)

Esquema 37. Condensacion alddlica entre sapogeninas esteroidales (64) y salicilaldehido (126).

La configuracion en C-22 de los compuestos obtenidos puede ser corroborada con la ayuda de
experimentos NOESY. En los derivados de la serie 22R se observan efectos NOE entre H-18¢>H-24
y H-246>H-20 que indican que el fragmento alifatico que incluye atomos de C-23 a C-27 esta
situado en la cara B del anillo E, lo cual sélo es posible cuando el oxigeno del cromeno se

encuentra orientado hacia la cara a del esteroide. Por el contrario, el efecto NOE en los epimeros

83



22S se observa entre H-16$>H-24 e indica que el fragmento alifatico estd situado por debajo de la

moléculay la orientacién del oxigeno del cromeno es B (Esquema 37).

En los espectros de RMN de 'H y de C de los espirocromenos se pueden observar claras
diferencias entre los isdbmeros 22R y 22S. Una de las mas importantes que se puede mencionar es
el desplazamiento quimico de C-22, pues en los derivados de la 22R tiene un valor de 113.5 ppm,
mientras para la serie 225, C-22 aparece en 112.8 ppm. También, se puede notar una diferencia en
C-24 pues mientras en la serie 22R aparece en 35.1 ppm, en la serie 225 presenta un
desplazamiento de 36.8 ppm, esto debe ser consecuencia de la cercania con el oxigeno de C-16
que provoca la desproteccién de este carbono. Ademas, un efecto similar se observa en C-26, el
cual se encuentra con un mayor corrimiento en la serie 225 (67.5 ppm) en comparacién con la
serie 22R (66.9 ppm). En las tablas 21 y 22 se encuentran recopildos los desplazamientos quimicos
de las sefiales de 'H y °C, respectivamente, correspondientes a las cadenas laterales de los

derivados 22R y 22S-espirocromenos obtenidos.

Tabla 21. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los espirocromenos derivados de

sapogeninas esteroidales.

Serie 22R Serie 225

H 1273 127b 1283 128b Bs137a-5128a  Ds127b-51280
16 4.72 (m) 4.73 (ddd) 4.68 (m) 4.68 (ddd) +0.04 +0.05
18 0.89 (s) 0.89 (s) 0.88 (s) 0.89 (s) +0.01 0.00
20 2.53 (p) 2.54 (p) 2.56 (p) 2.57 (p) -0.03 -0.03
21 1.02 (d) 1.03 (d) 1.06 (d) 1.06 (d) -0.04 -0.03
24a 2.36 (dd) 2.36 (dd) 2.34 (dd) 2.35 (ddd) +0.02 +0.01
24b 2.10 (m) 2.11 (m) 2.14 (m) 2.14 (m) -0.04 -0.03
26a 3.63 (dd) 3.62 (dd) 3.58 (dd) 3.57 (dd) +0.05 +0.05
26b 3.45 (dd) 3.45 (dd) 3.51 (dd) 3.51 (dd) -0.06 -0.06
27 1.00 (d) 0.99 (d) 0.99 (d) 0.99 (d) +0.01 0.00
& 6.47 (s) 6.47 (s) 6.48 (s) 6.48 (s) -0.01 -0.01
5’ 7.02 (dd) 7.02 (dd) 7.05 (dd) 7.06 (dd) -0.03 -0.04
6’ 6.87 (dd) 6.87 (ddd) 6.88 (m) 6.90 (m) -0.01 -0.03
7’ 7.11 (ddd) 7.13 (m) 7.12 (td) 7.13 (m) -0.01 0.00
8’ 6.87 (dd) 6.87 (ddd) 6.88 (m) 6.90 (m) -0.01 -0.03
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Tabla 22. Sefiales de RMN de °C de las cadenas laterales de los espirocromenos derivados de

sapogeninas esteroidales.

Serie 22R Serie 225

C 1273 127b 1283 128b Ds127a-5128a  Ds127b-51280
16 82.6 82.6 82.4 82.4 +0.2 +0.2
17 60.5 60.6 60.7 60.8 -0.2 -0.2
18 16.7 16.7 16.6 16.6 +0.1 +0.1
20 40.3 40.3 39.5 39.4 +0.8 +0.9
21 14.7 14.7 14.8 14.8 -0.1 -0.1
22 113.6 113.5 112.8 112.8 +0.8 +0.7
23 130.9 130.9 130.8 130.8 +0.1 +0.1
24 35.1 35.1 36.8 36.8 -1.7 -1.7
25 34.8 35.7 35.1 35.1 -0.3 +0.6
26 66.9 66.9 67.5 67.5 -0.6 -0.6
27 17.1 17.1 17.4 17.4 -0.3 -0.3
q 125.4 125.4 125.9 125.8 -0.5 -0.4
5’ 126.0 126.0 126.1 126.1 -0.1 -0.1
6’ 120.9 120.9 121.1 121.1 -0.2 -0.2
7 128.4 128.4 128.4 128.4 0 0
8’ 115.4 115.5 115.8 115.8 -0.4 -0.3
9’ 151.4 151.3 151.2 151.2 +0.2 +0.1
10’ 120.8 120.8 121.2 121.2 -0.4 -0.4

La obtencidn de los espirocromenos puede justificarse a través de un mecanismo que inicia con la
apertura del anillo F catalizada por el BF;#Et,0, para producir el éter de enol II que reacciona con
el aldehido para producir el intermedio III. El cierre del anillo se lleva a cabo a través del grupo
hidroxilo fendlico en la posicién C-2' del anillo aromatico y posteriormente una reaccién de

eliminacién genera los espirocromenos observados (Esquema 38).

a: 50, R'= H, R? = CH; (25R)
b: 58, R'=CHy, R2= H (255)

22R-127alb
22S-128alb v

Esquema 38. Mecanismo de reaccidn propuesto para la sintesis de los espirocromenos 127 y 128.
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Sorprendentemente, la distribucién de los productos en cada reaccion muestra una clara
dependencia a la configuracion en C-25. Mientras que el acetato de tigogenina (64a),
perteneciente a la serie 25R, da lugar al 22R-espirocromeno como el producto principal, en el caso
de la 25S-sapogenina 64b, el compuesto predominante es el epimero 22S. Aunque hasta el
momento no hay una explicacién para este fendmeno, se puede suponer que la orientacién de C-
27 tiene un papel importante en la forma que interaccionan el 2-hidroxibenzaldehido y el
intermediario II (Esquema 38), influyendo directamente en la configuracién de los nuevos centros
quirales formados en los intermediarios III y IV. Dicho efecto estd estrechamente relacionado

con la configuracion de los productos obtenidos.

4.2. Productos de la condensacion alddlica entre sapogeninas esteroidales y el 2,5-
hidroxibenzaldehido.

Como una extension de la metodologia descrita previamente, se realizé el tratamiento de las
sapogeninas acetiladas 64a (25R) y 64b (25S) con el 2,5-dihidroxibenzaldehido (129), obteniéndose
para la sapogenina de la serie 25R Unicamente el 22R-espirocromeno 130 (41%) y para la serie 255
solo se obtuvo el epimero 225-130 (54%) (Esquema 39). La configuracidon en C-22, en ambos

compuestos, fue corroborada en experimentos NOESY tal como se describe en el Esquema 37.

‘ :  BF3ELO
CH,Cl;
H,CCOO H,CCOO

A HO

64b 129 131 (54%)

Esquema 39. Condensacion alddlica entre las sapogeninas esteroidales 64a y 64b y 2,5-dihidroxi-

benzaldehido (129).
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Parte experimental

4.1. Productos de la condensacion alddlica entre sapogeninas esteroidales y el 2-

hidroxibenzaldehido.

Procedimiento general de sintesis de los espirocromenos. A una disolucién sapogenina esteroidal
acetilada (1 mmol) y el aldehido (2 mmol) en CH,Cl, (30 mL) se le adicioné BF;¢Et,0 (6 ml) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente hasta que se consumid la materia prima (24 hrs, CCD
hexano/acetato de etilo, 8/1 x 3). Al concluir la reaccidn, la mezcla se vertié sobre hielo y se
extrajo con acetato de etilo (2 x 30 mL). La fase organica se lavd con agua (10 x 15 mL), disolucidn
saturada de NaCl (1 x 15 mL), se secé (Na,SO,4 anh.) y evapord. El aceite producido se purificé por
cromatografia en una columna empacada con silica gel para obtener los correspondientes

espirocromenos.

La reaccion con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol) y 2-hidroxibenzaldehido (126)
(244.2 mg, 2 mmol) generd una mezcla de los compuestos 127a y 128a que se separd por una
columna cromatografica empacada con silica gel (54 g) y se eluyd con mezcla de disolventes
hexano/acetato de etilo aumentando lenta y gradualmente la polaridad, desde 95/5 hasta 8/1

para obtener:

3-monoacetato de (22R,25R)-16pB:22-epoxi-22,2’-espiro-
[cromen]-5a-colestan-3,26-diol (127a). Rendimiento
168.8 mg (32%). Aceite amarillento. RMN de *H (400 MHz,
CDCl3) & ppm: 7.11 (ddd, J = 8.0, 7.3, 1.7 Hz, 1H, H-7’),
7.02 (dd, /=7.9, 1.6 Hz, 1H, H-5’), 6.87 (dd, J = 7.5, 6.8 Hz,
2H, H-6' y H-8’), 6.47 (s, 1H, H-4’), 4.83 — 4.60 (m, 2H, H-3

and H-16), 3.63 (dd, J = 10.9, 4.6 Hz, 1H, H-26a), 3.45 (dd, J = 10.9,5.0 Hz, 1H, H-26b), 2.53 (p, J =
6.9 Hz, 1H, H-20), 2.36 (dd, J = 14.0, 7.0 Hz, 1H, H-24a), 2.14 — 2.06 (m, 1H, H-24b), 2.02 (s, 3H, CH;
acetilo), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 1.00 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.84 (s, 3H,
H-19), 0.70 (ddd, J = 12.2, 10.4, 4.3 Hz, 1H, H-9). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.7 C-1,
27.4 C-2,73.6 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 35.8 C-8, 54.1 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11,
40.1 C- 12, 41.1 C-13, 56.0 C-14, 31.6 C-15, 82.6 C-16, 60.5 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-19, 40.3 C-20,
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14.7 C-21, 113.6 C-22, 130.9 C-23, 35.1 C-24, 34.8 C-25, 66.9 C-26 , 17.1 C-27, 125.4 C-4’,126.0 C-
5, 120.9 C-6’, 128.4 C-7’, 115.4 C-8’, 151.4 C-9’, 120.8 C-10’, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo.
EM (IE, 70 eV) m/z (%): 563 MH" (6.8), 269 (23.3), 243 (24.6), 220 (14.0), 219 (100.0), 201 (60.1),
161 (11.7), 159 (24.3), 147 (10.6), 145 (10.2), 131 (1.2), 122 (19.9), 121 (11.8), 107 (24.1), 105
(12.1), 95 (11.3), 93 (16.1), 91 (11.2), 81 (14.9), 79 (10.8).

3-monoacetato de (22S,25R)-16p3:22-epoxi-22,2’-espiro-
[cromen]-5a-cholestan-38,26-diol (128a). Rendimiento:
62.6 mg (11%). Aceite amarillento. RMN de 'H (400 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 7.12 (td, /= 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-7’), 7.05 (dd, J =
7.7, 1.7 Hz, 1H, H-5’), 6.91 - 6.85 (m, 2H, H-6’and H-8'), 6.48

(s, 1H, H-4’), 4.68 (m, 2H, H-3 and H-16), 3.58 (dd, J= 10.7,

5.9 Hz, 1H, H-26a), 3.51 (dd, J = 10.6, 5.2 Hz, 1H, H-26b), 2.56 (p, J = 6.8 Hz, 1H, H-20), 2.34 (dd, J =
14.5, 7.6 Hz, 1H, H-24a), 2.19 — 2.09 (m, 1H, H-24b), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo), 1.06 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
H-21), 0.99 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-27), 0.88 (s, 3H, H- 18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.70 (ddd, J = 11.7, 11.7,
4.3 Hz, 1H, H-9). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.8 C-1, 27.4 C-2, 73.7 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-
5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 34.8 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C-12, 41.0 C-13, 56.0 C-14, 31.5
C-15, 82.4 C-16, 60.7 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-19, 39.5 C-20, 14.8 C-21, 112.8 C-22, 130.8 C-23, 36.8
C-24, 35.1 C-25, 67.5 C-26 , 17.4 C-27, 125.9 C-4’,126.1 C-5, 121.1 C-6’, 128.4 C-7’, 115.8 C-8,
151.2 C-9’, 121.2 C-10, 21.5 CH; acetilo, 170.8 C=0 acetilo. EM (IE, 70 eV) m/z (%): 562 M* (13),
456 (21), 329 (10), 315 (13), 269 (29), 255 (11), 243 (24), 220 (15), 219 (100), 202 (11), 201 (68),
161 (13), 160 (13), 147 (11), 122 (12), 107 (15).

La reaccion con acetato de sarsasapogenina (64b) (458.7 mg, 1 mmol) y 2-hidroxibenzaldehido
(126) (244.2 mg, 2 mmol) generd una mezcla de los compuestos 127b y 128b que se separd por
una columna cromatografica empacada con silica gel (54 g) y se eluyé con mezcla de disolventes
hexano/acetato de etilo aumentando lenta y gradualmente la polaridad desde 20/1 hasta 8/1 para

obtener:
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3-monoacetato de (22R,255)-16B:22-epoxi-22,2’-espiro-
[cromen]-5B-colestan-3B,26-diol (127b). Rendimiento:
54.5 mg (10%). Aceite amarillento. RMN de 'H (400 MHz,
CDCly) & ppm: 7.19 — 7.07 (m, 1H, H-7’), 7.02 (dd, J=7.8,
1.7 Hz, 1H, H-5’), 6.87 (ddd, J=7.4, 6.2, 1.3 Hz, 2H, H-6’and

H-8), 6.47 (s, 1H, H-4"), 5.07 (p, J=2.7 Hz, 1H, H-3), 4.73

(ddd, J=11.0, 8.1, 5.0 Hz, 1H, H-16), 3.62 (dd, J=11.0, 4.6 Hz, 1H, H-26a), 3.45 (dd, J=10.9, 4.9 Hz,
1H, H-26b), 2.54 (p, J=7.1 Hz, 1H, H-20), 2.36 (dd, J=14.0, 6.8 Hz, 1H, H-24a), 2.15 — 2.07 (m, 2H, H-
17 and H-24b) 2.04 (s, 3H, CH; acetilo), 1.03 (d, J=6.8 Hz, 3H, H-21), 0.99 (d, J=7.7 Hz, 3H, H-27),
0.98 (s, 3H, H-19), 0.89 (s, 3H, H-18). RMN de **C (100 MHz, CDCl3) 6 ppm: 30.6 C-1, 24.9 C-2, 70.6
C-3,31.6 C-4, 37.2C-5, 26.4 C-6, 26.3 C-7, 35.0C-8, 39.9 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C-12, 41.2 C-
13, 56.1 C-14, 29.7 C-15, 82.6 C-16, 60.6 C-17, 16.7 C-18, 23.8 C-19, 40.3 C-20, 14.7 C-21, 113.5 C-
22,130.9 C-23, 35.1 C-24, 35.7 C-25, 66.9 C-26 , 17.1 C-27, 125.4 C-4’,126.0 C-5’, 120.9 C-6’, 128.4
C-7’,115.5 C-8’, 151.3 C-9’, 120.8 C-10, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. EM (IE, 70 eV) m/z (%):
562 M" (5.4), 284 (10.6), 269 (24.7), 255 (14.9), 243 (21.7), 220 (14.4), 219 (100), 202 (10.5), 201
(63.5), 173 (10.4), 161 (14.7), 160 (16.9), 159 (29.2), 147 (15.1), 145 (13.9), 133 (12.3), 131 (14.8),
122 (14.3), 121 (15.1), 119 (11.4), 107 (27.8), 105 (16.6), 95 (14.3), 93 (21.1), 91 (15.7), 81 (17.5),
79 (15.4), 67 (11.9), 55 (11.1).

3-monoacetato de (22S,25S5)-16pB:22-epoxi-22,2’-espiro-
[cromen]-5B-cholestan-3B,26-diol (128b). Rendimiento:
178.1 mg (32%). Aceite amarillento. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) 6 (ppm): 7.16 — 7.09 (m, 1H, H-7’), 7.06 (dd, J=7.7, 1.6
Hz, 1H, H-5’), 6.92 — 6.87 (m, 2H H-6" and H-8’), 6.48 (s, 1H,
H-4’), 5.13 - 5.01 (m, 1H, H-3), 4.68 (ddd, J=11.0, 8.1, 5.0
Hz, 1H, H-16), 3.57 (dd, J=10.7, 5.9 Hz, 1H, H-26a), 3.51 (dd, J=10.7, 5.2 Hz, 1H, H-26b), 2.57 (p,

J=6.9 Hz, 1H, H-20), 2.35 (ddd, J=14.7, 7.7, 1.1 Hz, 1H, H-24a), 2.18 — 2.10 (m, 1H, H-24b), 2.05 (s,
3H, CH; acetilo), 1.06 (d, J=6.8 Hz, 3H, H-21), 0.99 (d, J=6.2 Hz, 3H, H-27) 0.99 (s, 3H, H-19), 0.89 (s,
3H, H-18). RMN de **C (CDCls, 100 MHz,) § ppm: 30.6 C-1, 24.9 C-2, 70.6 C-3, 31.6 C-4, 37.2 C-5,
26.4 C-6, 26.3 C-7, 35.0 C-8, 39.9 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C-12, 41.1 C-13, 56.1 C-14, 30.7 C-
15, 82.4 C-16, 60.8 C-17, 16.6 C-18, 23.8 C-19, 39.4 C-20, 14.8 C-21, 112.8 C-22, 130.8 C-23, 36.8 C-
24,35.1 C-25, 67.5 C-26 , 17.4 C-27, 125.8 C-4’,126.1 C-5’, 121.1 C-6’, 128.4 C-7’, 115.8 C-8, 151.2
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C-9’, 121.2 C-10’, 21.5 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. EM (IE, 70 eV) m/z (%): 562 M* (5.5), 284
(10.4), 269 (25.6), 255 (12.7), 243 (22.9), 220 (14.3), 219 (100), 202 (10.6), 201 (65.4), 173 (10.4),
161 (14.3), 160 (17.3), 159 (30.1), 147 (14.9), 145 (13.9), 133 (12.0), 131 (14.6), 122 (14.4), 121
(14.7), 119 (11.3), 107 (26.9), 105 (16.2), 95 (13.9), 93 (20.7), 91 (15.0), 81 (17.1), 67 (11.5), 55
(10.0).

4.2. Productos de la condensacion alddlica entre sapogeninas esteroidales y el 2,5-

hidroxibenzaldehido.

La reaccidn con acetato de tigogenina (64a) (1.832 g, 4 mmol) 2,5-dihidroxibenzaldehido (129)
(1.104 g, 8 mmol) (CCD hexano/acetato de etilo, 4/1 x 3) se purific6 por una columna
cromatografica empacada con silica gel (90 g) y se eluyé con 300 mL de mezcla de disolventes

hexano/acetona, 8/1 y se continud con hexano/acetona, 5/1 para obtener 945.5 mg (41 mg) de:

3-monoacetato de (22R,25R)-16B:22-epoxi-22,2’-
espiro-[cromen]-5a-colestan-3f8,6’,26-triol (130). P.f.
162.1 — 163.8 °C (Sélido amorfo). RMN de *H (400 MHz,
CDCl;) & ppm: 6.71 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-8), 6.57 (dd, J =
8.6, 2.9 Hz, 1H, H-7), 6.45 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H-5), 6.35

(s, 1H, H-4), 4.78 — 4.61 (m, 2H, H-3 and H-16), 3.61

(dd, J=11.0, 4.7 Hz, 1H, H-26a), 3.46 (dd, J = 10.9, 5.0 Hz, 1H, H-26b), 2.53 (q, J = 7.0 Hz, 1H, H-20),
2.35(dd, J = 14.4, 7.2 Hz, 1H, H-24a), 2.09 (dd, J = 14.9, 6.5 Hz, 1H, H-24b), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo),
1.02 (d, J = 13.4 Hz, 3H, H-21). 1.00 (d, J = 12.9 Hz, 3H, H-27), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-19).
RMN de C (100 MHz, CDCls) 6 ppm: 36.6 C-1, 27.4 C-2, 82.4 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.1
C-7, 34.8 C-8, 54.1 C-9, 35.4 C-10, 21.0 C-11, 40.0 C-12, 41.1 C-13, 56.0 C-14, 31.5 C-15, 82.4 C-16,
60.7 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-19, 39.8 C-20, 14.7 C-21, 113.1 C-22, 131.6 C-23, 35.1 C-24, 35.6 C-25,
66.9 C-26, 17.2 C-27, 125.4 C-4’, 112.3 C-5, 144.8 C-6', 115.3 C-7’, 116.1 C-8’, 150.1 C-9’, 121.4 C-
10’, 21.4 CHj; acetilo, 170.9 C=0 acetilo. EM (IE, 70 eV) m/z (%): 579 MH" (12), 578 M" (29), 456
(15), 455 (44), 269 (22), 259 (46), 236 (14), 235 (100), 234 (68), 219 (13), 217 (94), 216 (70), 215
(11), 204 (40), 203 (10), 201 (17), 199 (10), 189 (11), 188 (19), 187 (14), 177 (14), 176 (87), 175
(31), 161 (19), 147 (24), 133 (10), 122 (13), 121 (14), 119 (10), 107) 21), 95 (11), 93 (17), 91 (11), 81
(13).
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La reaccidn con acetato de sarsasapogenina (64b) (458 mg, 1 mmol) 2,5-dihidroxibenzaldehido
(129) (276 mg, 2 mmol) generd se purificd por una columna cromatografica empacada con silica
gel con silica gel (54 g) y se eluyd con 100 mL de mezcla de disolventes hexano/acetona, 8/1 y se

continud con hexano/acetona, 5/1 para obtener 312.2 mg (54%) de:

3-monoacetato de (22S,25S5)-16p:22-epoxi-22,2’-espiro-
[cromen]-5B-colestan-3B,6’,26-triol (131). P.f. 204.1 -
205.4 °C (Sélido amorfo). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) &
ppm: 6.72 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-8’), 6.57 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz,
1H, H-7’), 6.43 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H-5'), 6.36 (s, 1H, H-4’),

5.11 — 5.03 (m, 1H, H-3), 4.62 (dt, J = 9.3, 6.7 Hz, 1H, H-
16), 3.57 (dd, J = 10.7, 5.7 Hz, 1H, H-26a), 3.49 (dd, J = 10.7, 5.2 Hz, 1H, H-26b), 2.54 (p, J = 6.9 Hz,
1H, H-20), 2.30 (dd, J = 14.7, 8.1 Hz, 1H, H-24a), 2.21 — 2.10 (m, 1H, H-24b), 2.04 (s, 3H, CH;

acetilo), 1.05 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.98 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-27), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.87 (s, 3H,
H-18). RMN de *C (100 MHz, CDCl3) 6 ppm: 30.6 C-1, 25.0 C-2, 70.8 C-3, 31.5 C-4, 37.2 C-5, 26.4 C-
6, 26.3 C-7, 35.0 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C-12, 41.1 C-13, 56.1 C-14, 30.7 C-15,
82.4 C-16, 60.7 C-17, 16.6 C-18, 23.8 C-19, 39.1 C-20, 14.7 C-21, 112.4 C-22, 131.5 C-23, 37.1 C-24,
34.9 C-25, 67.3 C-26, 17.6 C-27, 125.9 C-4’, 112.4 C-5', 144.7 C-6’, 115.4 C-7’, 116.4 C-8', 150.3 C-
9, 121.8 C-10’, 21.5 CH; acetilo, 170.9 C=0 acetilo. EM (IE, 70 eV) m/z (%): 579 MH*(11), 578 M"
(28), 456 (16), 455 (42), 269 (22), 259 (44), 255 (13), 236 (14), 235 (100), 234 (60), 218 (13), 217
(87), 216 (59), 215 (11), 204 (32), 201 (15), 188 (16), 177 (12), 176 (72), 175 (25), 161 (15), 147
(21), 121 (12), 107 (16), 105 (11), 93 (13).
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Capitulo 5. Sintesis y estudios de la reactividad de los productos de la condensacion alddlica

entre sapogeninas esteroidales y benzaldehidos monohidroxilados.

5.1. Sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos derivados de la tigogenina

Para analizar el efecto de un sustituyente hidroxilo en el anillo aromatico sobre la actividad
biolégica y la reactividad de los bencilidenespirostanos, se llevaron a cabo las condensaciones
alddlicas entre sapogeninas esteroidales y benzaldehidos monohidroxilados con diferentes
patrones de sustitucién (OH-orto, OH-meta, OH-para). Anteriormente, se describié que la reaccidon
entre sapogeninas esteroidales (64) y 2-hidroxibenzaldehido (126) genera los espirocromenos
correspondientes (Capitulo 4) y cuando se realizd un primer intento de la condensacién aldélica
entre una sapogenina esteroidal y el 4-hidroxibenzaldehido, el hidroxi-bencilidenespirostano
deseado se generd con un rendimiento muy bajo. Debido a lo anterior, se decidié llevar a cabo las
reacciones de sintesis de los bencilidenespirostanos pero utilizando los benzaldehidos hidroxilados

acetilados.

5.1.1. Primera sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos.

Como primer paso para la obtencién de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos, se acetilaron los
compuestos 2-hidroxibenzaldehido (126), 3-hidroxibenzaldehido (132) y 4-hidroxibenzaldehido
(133) a través de una metodologia convencional utilizando piridina y anhidrido acético en CH,Cl,,

para generar los correspondientes acetoxibenzaldehidos 134, 135 y 136 (Esquema 40).

Cabe seialar que durante la acetilacién de estos compuestos en las condiciones mencionadas, se
observo que los aldehidos protegidos eran inestables y por tanto las reacciones subsecuentes se
llevaron a cabo utilizando los crudos de reaccién y la transformacién realizada Unicamente se

verificd a través de cromatografia en capa delgada (CCD).

Usando los acetoxibenzaldehidos mencionados anteriormente, se llevé a cabo la sintesis de los
bencilidenespirostanos de la tigogenina a través de la metodologia reportada por nuestro grupo
de trabajo> (Esquema 40). En el caso de las sintesis de los compuestos 2’-acetoxi (137) y 4'-
acetoxi-bencilideno (140), se obtuvieron mezclas de los productos que conservaron el grupo
protector en el anillo aromatico con los derivados que presentan el grupo fendlico libre (137, 73%;

127a, 19%; 140, 40%; y 141, 12%). Notamos también que la presencia de acido acético remanente
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en el aldehido o bien la formacién de acido acético in situ producto de la descomposicidn de los
acetoxi-benzaldehidos, generd la apertura de la cadena lateral espirocetdlica formando la
correspondiente pseudosapogenina. En el caso de la sintesis del compuesto 138, se obtuvo una
mezcla del compuesto deseado 138 y del acetoxibenciliden-furosteno 139 (determinados por
sefiales caracteristicas de cada compuesto por técnicas de RMN) no separable por métodos

convencionales.

Si bien es cierto que con este procedimiento se lograron obtener los productos deseados, hay que
sefialar que el procesamiento y la purificacidon de estos compuestos, fueron complicados debido a
la presencia de subproductos de reaccidén y seguramente también a la presencia de reactivos

remanentes de la acetilacion de los acetoxibenzaldehidos.

. o
fo) 0]
BF3*Et,0
—2 <oy
CH,Cl,

+ 55h
HsCCOO

H

64a 136 OOCCH; 140 (40%) 141 (12%)

Esquema 40. Sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos de la tigogenina.

5.1.2. Optimizacion en la sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos.

Al notar que el manejo y procesamiento de los aldehidos acetilados eran complicados al
obtenerlos a través del método con piridina y el anhidrido acético, asi como la presencia de acido
acético remanente en los productos afectaba la reaccién de sintesis de los bencilidenespirostanos

acetoxilados, se buscé un método que permitiera reducir la cantidad de anhidrido acético y
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facilitara la obtencion de los acetoxibenzaldehidos. Por esta razén, se implementd un nuevo
método de acetilacion de los aldehidos fendlicos con anhidrido acético y bicarbonato de sodio en
acetato de etilo, lo que generd los compuestos deseados con buenos tiempos de reaccion (0.5 h),
buenos rendimientos (134, 97%; 135, 99%; 136, 99%), un facil procesado que permite retirar en su
totalidad los reactivos remanentes y permitiendo la caracterizacion de los compuestos

deseados.’”’

Una vez obtenidos los aldehidos, se llevd a cabo nuevamente la sintesis de los derivados 23E-
bencilidenespirostanos monoacetoxilados con mejoras en los rendimientos (59% y 13% para 137 y
1273, respectivamente; 69% para 138 y 46% para 140), tiempos de reaccién mas cortos (2 — 2.5 h)
y una purificacién menos problematica de estos compuestos, pues se logré disminuir la formacién
de subproductos durante la reacciéon. En la reacciéon de sintesis del compuesto 2’-acetoxi-
bencilidenespirostano 137, se obtuvo nuevamente el 22R-espirocromeno 127a que es producto de
la desproteccion del hidroxilo fendlico pues como se ha notado, los acetatos de hidroxialdehidos

aromaticos son labiles en medio acido. (Esquema 41).

B F3’ Etzo

— <
CHJCl,
25h

127a (13%)

BF3’Et2O
— <
CH,Cl,
2h

64a 136 H3;CCOO 140 (46%)

Esquema 41. Sintesis los derivados 23E-bencilidenespirostanos monoacetoxilados de la tigogenina.
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Del mismo modo que se observa en los 23E-bencilidenespirostanos no sustituidos,” la presencia
del fragmento bencilideno unido a la cadena lateral se corrobord por la presencia de las seiales
aromaticas presentes en los espectros de RMN de 'H y °C. Ademas, las sefiales olefinicas en RMN
de C RMN de C-23 y C-23’ asi como la sefial del protén olefinico H-23’ corroboran la
transformacion producida. El efecto NOE observado entre H-20¢>H-23’ ayudd a determinar la

configuracion E de la olefina generada (Esquema 41).

Los compuestos bencilideno acetoxilados derivados de la tigogenina, mostraron cierta facilidad
para cristalizar y las estructuras propuestas a través de experimentos de RMN de los derivados

137, 138 y 140 se pudieron corroborar por difraccion de Rayos X de monocristal (Figura 26).

Figura 26. Estructura cristalina de los compuestos 137, 138 y 140 con los elipsoides térmicos

trazados al 50% de probabilidad

5.1.3. Saponificacion de los derivados monoacetoxi-bencilidenespirostanos.

Como paso final para obtener los 23E-hidroxi-bencilidenespirostanos, fue necesario llevar a cabo
la saponificacién de los compuestos acetoxilados a través del método convencional utilizando KOH
en una disolucidn de dioxano/metanol, del cual se obtuvieron los espirostanoles deseados 142,
143 y 144 con buenos rendimientos (94%, 76% y 100% respectivamente) y se utilizaron para

evaluar sus propiedades bioldgicas como antitumorales y antioxidantes (Esquema 42).
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KOH
MeOH/dioxano
1.5h

OOCCH;

HO

B 144 (100%)

Esquema 42. Obtencién de los 23E-bencilidenespirostanos hidroxilados.

Cabe mencionar que la evaluacién antitumoral de estos 23E-hidroxi-bencilidenespirostanoles
mostrd que no presentan actividad en la linea celular U251 derivada de glioblastoma humano y
tampoco mostraron tener la capacidad como atrapadores de radicales libres en el ensayo de

DPPH".

5.2. Estudio de las reducciones de los bencilidenespirostanos monoacetoxilados derivados de la
tigogenina.

Debido a que la presencia de un sustituyente acetoxilo en el anillo aromatico podria afectar la
reactividad del fragmento benciliden en los nuevos derivados obtenidos, se decidio llevar a cabo
un analisis de la reactividad de estos compuestos en las reacciones de reduccién con NaBH;CN y

reduccidn catalitica.

5.2.1. Reduccion con NaBH;CN en dcido acético.

Cuando los compuestos 137, 138 y 140 fueron tratados con NaBHs;CN en acido acético, utilizando
la metodologia descrita por nuestro grupo de trabajo>® (Esquema 43), se obtuvieron los derivados
22S-benciliden-furostanos (145, 53%; 148, 65%; y 150, 53%) y los 23S-bencil-espirostanos (146,
12%, 149, 17%; y 151, 24%) correspondientes, con una distribucion muy similar a la obtenida en

los bencilidenespirostanos no sustituidos. Esto demuestra que la presencia del grupo acetoxilo en
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el fragmento bencilideno de la cadena lateral no influye en el curso de la adicién de hidruro de
estos compuestos. En el caso de la reduccion del compuesto 2’-acetoxi--bencilidentigogenina (137)
se obtuvo también el 22S-espirocromeno 147 (13%) que es consecuencia de la ciclacidn por parte
del hidroxilo fendlico y la acetilacién del grupo OH de la posicidn C-26, promovida por el acido del

medio.

NaBH,CN 7

ACOH, CH,Cl, H

H,CCOO

145 (53%) 146 (12%)
OH

NaBH;CN
ACOH, CH,Cl,

148 (65%) 149 (17%)
OH

OOCCH;

NaBH;CN
AcOH, CH,Cl,

OOCCH;

150 (53%) 151 (24%)

Esquema 43. Reduccion con NaBH3;CN de los compuestos monoacetoxi-bencilidenespirostanos.

La caracterizacion completa a través de experimentos de RMN de los compuestos reducidos,
demostrd que presentan cambios muy similares a los observados en los bencilidenespirostanos no
sustituidos™ e incluso con los 1,4-dimetilidenbencen-diespirostanos (Ver seccién 3.2.3.1.). En las
Tablas 23 y 24 se recopilan las sefiales correspondientes a las cadenas laterales de los acetoxi-
bencilidenfurostanos obtenidos y se puede notar que, nuevamente, la presencia del hidrégeno en
C-22, asi como el desplazamiento de este carbono a campo mas alto indican la adicién de hidruro
en esta posicion. Debido a que el anillo F no estd presente en estos compuestos, se observa el
corrimiento a campo mas bajo de C-23’ y de modo contrario H-23’ se encuentra ligeramente mas
protegido, lo que parece indicar que al estar abierta la cadena lateral se disminuye el efecto
anisotrépico en esta posicion. La configuracion S de los bencilidenfurostanos se determind tal y
como se describié para los dimeros 1,4-dimetiliden-difurostanos en la seccién seccién 3.2.3.1. de

este documento.
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Tabla 23. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los derivados acetoxi-
bencilidenfurostanos 145, 148 y 150. Se agregan las sefiales de las materias primas 137, 138 y 140

con fines comparativos.

H Sustituyente en C-2’ Sustituyente en C-3’ Sustituyente en C-4’
137 145 Digs.137 138 148 Disg 138 140 150 Dis0.140
16 4.43 4.40 -0.03 4.42 4.39 -0.03 4.43 4.38 -0.05
18 0.81 0.89 +0.08 0.81 0.90 +0.09 0.82 0.88 +0.06
21 1.07 1.02 -0.05 1.08 1.00 -0.08 1.09 0.99 -0.10
22 - 3.88 - - 3.86 - - 3.85 -

24a 2.46 2.33 -0.13 2.75 2.48 -0.27 2.76 2.49 -0.27
24b 2.01 2.11 +0.10 2.09 2.22 +0.13 2.09 2.20 +0.11
26a 3.53 3.51 -0.02 3.55 3.54 -0.01 3.57 3.54 -0.03
26b 3.53 3.18 -0.35 3.55 3.19 -0.36 3.57 3.19 -0.38

27 0.76 0.77 +0.01 0.80 0.99 +0.19 0.80 0.90 +0.10
23’ 6.35 6.35 +0.00 6.53 6.43 -0.10 6.53 6.41 -0.12
2 - - - 6.94 7.07 +0.13 7.22 7.32 +0.10
3 7.05 7.04 -0.01 - - - 7.05 7.04 -0.01
q 7.22 7.19 -0.03 6.94 6.93 -0.01 - - -

5’ 7.29 7.27 -0.02 7.33 7.32 -0.01 7.05 7.04 -0.01
6’ 7.22 7.34 +0.12 7.09 7.16 +0.07 7.22 7.32 +0.10

Tabla 24. Sefiales de RMN de C de las cadenas laterales de los derivados acetoxi-
bencilidenfurostanos 145, 148 y 150. Se agregan las sefiales de las materias primas 137, 138 y 140

con fines comparativos.

c Sustituyente en C-2’ Sustituyente en C-3’ Sustituyente en C-4’
137 145 Di45.137 138 148 Digg138 140 150 Di1s50.140
16 80.5 83.7 +3.2 80.5 83.6 +3.1 80.6 83.6 +3.0
17 61.6 63.9 +2.3 61.6 63.8 +2.2 61.6 63.8 +2.2
18 16.6 16.9 +0.3 16.7 17.0 +0.3 16.7 18.2 +1.5
20 36.9 36.9 0.0 37.3 37.0 -0.3 37.3 36.9 -0.4
21 14.7 17.8 +3.1 14.8 17.7 +2.9 14.8 17.7 +2.9

22 110.1 96.0 -14.1 110.4 96.8 -13.6 110.5 97.1 -13.4
23 139.2 141.4 +2.2 138.2 140.3 +2.1 137.6 139.3 +1.7

24 334 29.9 -3.5 32.9 29.9 -3.0 32.9 29.9 -3.0
25 33.1 34.6 +1.5 33.2 34.4 +1.2 33.1 34.3 +1.2
26 66.0 65.4 -0.6 66.1 65.5 -0.6 66.1 65.4 -0.7
27 17.1 18.0 +0.9 17.2 18.0 +0.8 17.2 17.0 -0.2
23’ 117.4 123.3 +5.9 122.0 127.7 +5.7 122.0 127.8 +5.8
1 130.3 130.7 +0.4 138.7 139.0 +0.3 134.8 135.1 +0.3
2 148.7 148.2 -0.5 122.2 121.7 -0.5 130.2 129.6 -0.6
3 122.0 122.3 +0.3 150.5 150.6 +0.1 121.2 121.4 +0.2
q 125.7 125.9 +0.2 119.7 119.7 0.0 149.2 149.2 0.0
5’ 128.1 128.1 0.0 129.1 129.2 +0.1 121.2 121.4 +0.2
6’ 130.6 129.6 -1.0 126.6 126.1 -0.5 130.2 129.6 -0.6
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En lo que respecta a los derivados 23S-acetoxibencil-espirostanos 146, 149 y 151, en los espectros
de RMN de 'H y 3C se observan la desaparicion de la olefina C-23 — C-23’ y la presencia de los
protones alifaticos que corresponden a H-23, H-23'a y H-23’b. Los corrimientos quimicos de las
sefiales correspondientes a las cadenas laterales de estos compuestos, se encuentran agrupados

en las tablas 25 y 26.

La determinacion de la configuracion S de C-23 se llevd a cabo tal y como se describié para los

bencil-espirostanos no sustituidos en la seccién 3.1.2. de este documento.

Podemos asumir que el mecanismo involucrado en la adicién de hidruro en estos compuestos es el
mismo que en los bencilidenespirostanos no sustituidos® y con los 1,4-dimetilidenbencen-
diespirostanos (Ver seccién 3.2.3.1.) y podemos notar que la presencia de un sustituyente en el
anillo aromatico de los 23E-bencilidenespirostanos no afecta el perfil de reactividad de estos

compuestos.

Tabla 25. Sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los acetoxi-bencilespirostanos 146,

149 y 151. Se agregan las sefiales de las materias primas 137, 138 y 140 con fines comparativos.

H Sustituyente en C-2’ Sustituyente en C-3’ Sustituyente en C-4’
137 146 D146.137 138 149 Di40.138 140 151 A151.140
16 4.43 4.41 -0.02 4.42 4.40 -0.02 4.43 4.40 -0.03
18 0.81 0.81 0.00 0.81 0.79 -0.02 0.82 0.80 -0.02
20 2.57 2.38 -0.19 2.55 2.37 -0.18 2.56 2.36 -0.2
21 1.07 1.01 -0.06 1.08 0.99 -0.09 1.09 0.99 -0.1
23 - 1.87 - - 1.88 - - 1.86 -
24eq. 2.46 2.89 +0.43 2.75 2.97 0.22 2.76 2.95 0.19
24ax. 2.26 2.26 2.09 2.37 0.28 2.09 2.36 0.27
26ax. 3.53 3.42 -0.11 3.55 3.43 -0.12 3.57 3.43 -0.14
26eq. 3.53 3.28 -0.25 3.55 3.29 -0.26 3.57 3.29 -0.28
27 0.76 0.71 -0.05 0.80 0.71 -0.09 0.80 0.71 -0.09
23’a 1.44 -4.91 1.46 -5.07 1.48 -5.05
23’b 6.35 1.09 -5.26 6.53 1.11 -5.42 6.53 1.09 -5.44
2 - - - 6.94 6.86 -0.08 7.22 7.14 -0.08
3 7.05 7.06 +0.01 - - - 7.05 6.99 -0.06
q 7.22 7.16 -0.06 6.94 6.92 -0.02 - - -
5’ 7.29 7.23 -0.06 7.33 7.28 -0.05 7.05 6.99 -0.06
6’ 7.22 7.16 -0.06 7.09 7.01 -0.08 7.22 7.14 -0.08
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Tabla 26. Sefiales de RMN de C de las cadenas laterales de los acetoxibencil-espirostanos 146,

149 y 151. Se agregan las sefiales de las materias primas 137, 138 y 140 con fines comparativos.

c Sustituyente en C-2’ Sustituyente en C-3’ Sustituyente en C-4’
137 146 Dise137 138 149 Digo.138 140 151 Dis1.140
16 80.5 80.8 +0.3 80.5 80.8 +0.3 80.6 80.8 +0.2
17 61.6 61.7 +0.1 61.6 61.6 0.0 61.6 61.6 +0.0
18 16.6 16.8 +0.2 16.7 16.7 0.0 16.7 16.8 +0.1
20 36.9 36.9 0.0 37.3 36.9 -0.4 37.3 36.9 -0.4
21 14.7 14.7 0.0 14.8 14.4 -0.4 14.8 14.4 -0.4

22 110.1 110.0 -0.1 110.4 110.1 -0.3 110.5 1111 +0.6
23 139.2 38.7 -100.5 138.2 40.1 -98.1 137.6 40.3 -97.3

24 334 32.0 -1.4 32.9 37.0 +4.1 32.9 36.6 +3.7
25 33.1 30.6 -2.5 33.2 30.7 -2.5 33.1 30.7 -2.4
26 66.0 66.0 0.0 66.1 65.9 -0.2 66.1 66.0 -0.1
27 17.1 16.9 -0.2 17.2 16.9 -0.3 17.2 17.0 -0.2
23’ 117.4 34.3 -83.1 122.0 34.2 -87.8 122.0 34.3 -87.7
1 130.3 132.5 +2.2 138.7 142.7 +4.0 134.8 138.4 +3.6
2 148.7 149.2 +0.5 122.2 122.0 -0.2 130.2 129.9 -0.3
3 122.0 122.3 +0.3 150.5 150.6 +0.1 121.2 121.2 0.0
4 125.7 125.8 +0.1 119.7 119.0 -0.7 149.2 148.7 -0.5
5’ 128.1 127.1 -1.0 129.1 129.1 0.0 121.2 121.2 0.0
6’ 130.6 131.6 +1.0 126.6 126.6 0.0 130.2 129.9 -0.3

5.2.2. Hidrogenacion catalitica.

La hidrogenacién catalitica con Pd/C en CH,Cl, y etanol bajo atmdsfera de H, de los derivados
acetoxi-bencilidenespirostanos de la tigogenina, generd los esperados 23S-acetoxibencil
espirostanos 146, 149 y 151 con buenos rendimientos (91%, 91% y 95% respectivamente)

(Esquema 44).

En esta reacciéon también se observé que la reactividad del fragmento bencilideno no se ve
afectada por la presencia del grupo acetoxilo en el anillo aromdtico y se mantiene la
estereoselectividad en la reduccidn, provocada por la orientacién del oxigeno de C-26 y del metilo

21 como ocurre con los bencilidenespirostanos no sustituidos (ver seccién 3.1.2.)
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Hy, PAIC 7
CH.Cly, EtOH H
HsCCOO
146 (91%)
ol
Hy, PAIC
CHCly, EtOH
OOCCHs 149 (91%)  OOCCHj
Hy, Pd/C
CH,Cl,, EtOH
OOCCHS
140 151 (95%)

Esquema 44. Hidrogenacidn catalitica de los compuestos 137, 138 y 140.

5.2.3. Saponificacion de los monoacetoxi-bencilespirostanos.

Con el fin de obtener los compuestos hidroxibencil-espirostanoles y poder evaluar posteriormente
su posible actividad antitumoral, se llevé a cabo la saponificacién de los compuestos 2°, 3" y 4’-
acetoxibencil-espirostanos de la tigogenina a través del método convencional utilizando KOH en
dioxano/metanol y se obtuvieron los espirostanoles deseados con rendimientos cuantitativos.

(Esquema 45).

Esquema 45. Saponificacion de los derivados bencil-espirostanos acetoxilados de la tigogenina.
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5.4. Extension de la sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos a otras sapogeninas
esteroidales.

Después de establecer las condiciones de reaccién mas adecuadas para la obtencién de los
acetoxi-bencilidenespirostanos, se aplicd esta metodologia a los acetatos de sarsasapogenina
(64b) y hecogenina (64c). Los aldehidos acetilados se obtuvieron con la metodologia descrita

previamente.

5.4.1. Obtencion de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos derivados de la sarsasapogenina.

Se realizd la sintesis de los compuestos bencilideno acetoxilados utilizando al acetato de
sarsasapogenina (64b) como materia prima para generar los derivados de la serie 25S. De la
reaccidon con el aldehido 134 se obtuvieron el bencilidenespirostano 155 y 22S-espirocromeno
128b esperados con rendimientos del 59% y 15% respectivamente, mientras que las reacciones
con los aldehidos 135 y 136 Unicamente generaron los derivados bencilidenespirostanos 156 (84%)
y 157 (66%) en buenos rendimientos (Esquema 46). En el caso de esta materia prima, los
rendimientos y los tiempos de reaccién (1 — 1.5 h) fueron ligeramente mejores que cuando se lleva
a cabo la reaccién con el acetato de tigogenina (Seccion 5.1.2., Esquema 41) y esto se debe a la
influencia de la configuracion de C-25. Al encontrarse el metilo 27 con orientacién axial, se
favorece la apertura del anillo F promovida por el dcido del medio y de esta manera la

condensacién alddlica entre el aldehido y la sapogenina ocurre de manera mas efectiva.

BF3'Et2O
H3CCOO. CH,Ch,
. 1.5h
_BFgEt,0_
TCHCl,
1.0h
H3CCOO

BF3+Et,0
CH,Cl,
1.0h

128b (15%)

64b 136 H3CCOO 157 (66%)

Esquema 46. Sintesis de los acetoxi-bencilidenespirostanos de la sarsasapogenina.
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Del compuesto 156 se obtuvieron cristales adecuados para su analisis por DRX de monocristal y se

corrobord la estructura propuesta (Figura 27).

156

;08
o o o AN :

\ AT

(oA

Figura 27. DRX de monocristal del compuesto 156 con los elipsoides térmicos trazados al 50% de

probabilidad.

5.4.2. Obtencion de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos derivados de la hecogenina.

La condensacidn aldélica entre el acetato de hecogenina (64c) y el 2-acetoxibenzaldehido (134)
generd los esperados compuestos bencilidenespirostano 158 y el espirocromeno 159 (con
rendimientos del 31% y 25% repectivamente) como ocurrid con las otras sapogeninas esteroidales.
Sin embargo, la distribucidn en los productos obtenidos es muy distinta en el caso de esta materia

prima, pues se obtienen casi en la misma proporcion (Esquema 47).

Por otra parte, cuando se llevd a cabo la reaccién entre esta sapogenina esteroidal y el 3-
acetoxibenzaldehido (135) se obtuvieron el bencilidenespirostano 160 (28%) y el espiroindeno
acetoxilado 161 (31%). La presencia de este compuesto puede explicarse pues la posicién C-6’ se
encuentra activada por la presencia del grupo acetoxilo del anillo aromatico y esto permite que
ocurra el ataque nucleofilico sobre la posicion C-22 generando el espiroindeno (Esquema 47).
Aunque es cierto que esta reaccidn podria ocurrir con cualquiera de los otros espirostanos, el
tiempo de reaccién con el compuesto 64c es particularmente prolongado (21 h) lo que permitié

que solo con esta materia prima se observara la formacién del acetoxi-espiroindeno.

Como resultado de la reaccion entre el acetato de hecogenina y el 4-acetoxibenzaldehido (136) se
obtuvieron los compuestos bencilidenespirostanos 162 y 163 (con rendimientos del 25% y 20%
repectivamente), siendo este uUltimo producto de la desacetilaciéon del OH fendlico. También, en
esta reaccidon se generd el furosteno 164 de forma minoritaria (8%), que se produce por la
acetilacidon del OH en la posicidn C-26 y posterior eliminacién de H-23, este nuevo grupo acetato

debe provenir de una transesterificacion con 163 (Esquema 47).
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BF3+Et,0
— <

CH,Cl,
t:45h

BF3‘Et20
— <
CH,Cl,
t:21h

o) 0o an:
BF3+Et,0 y
+ CH,Cl, x :
L t:22h
H3CCOO
H 163 (20%)

64c 136 H3;CCOO

._OOCCH,

164 (8%)

Esquema 47. Sintesis de los acetoxi-bencilidenespirostanos de la hecogenina.

Como se puede notar, en las sintesis de los derivados bencilideno acetoxilados de la hecogenina
los rendimientos de los productos deseados son menores, los tiempos de reaccién son mas
prolongados y se observa una mayor formaciéon de subproductos, en comparacién con otras
sapogeninas esteroidales. Esto es consecuencia de la presencia del carbonilo en la posicion C-12,

que influye en la catalisis acida haciendo la reaccidn menos efectiva.

5.5. Sintesis de los dimeros hibridos sapogenina-estradiol.

Continuando con el proyecto de nuestro grupo de trabajo para la sintesis y estudio de las
propiedades de los dimeros esteroidales y debido a la similitud estructural que presenta el 2-
formilestradiol con el 2-hidroxibenzaldehido (126) (Figura 28), se decidié llevar a cabo
condensaciones aldélicas catalizadas por BF;*Et,O entre sapogeninas esteroidales acetiladas y el

2-formilestradiol. Esto como alternativas para el desarrollo de nuevos dimeros esteroidales
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hibridos en los que un nucleo estrogénico procedente del reino animal, esta unido a la cadena
lateral de sapogeninas esteroidales aisladas de las plantas; con el fin de obtener sustancias con

potencial actividad bioldgica como antiestrogénicos o antitumorales.

OH

HO HO
126 165

Figura 28. Similitud estructural entre el salicilaldehido y el 2-formilestradiol.

5.5.1. Obtencion de los productos de la condensacion aldélica entre sapogeninas esteroidales y
el 2-formilestradiol.

El primer paso para la obtencidn de los dimeros hibridos fue llevar a cabo la formilacién del
estradiol (5) siguiendo la metodologia descrita por Hansen y colaboradores con MgCl, y
paraformaldehido,'® obteniéndose una mezcla de los compuestos 165 y 166 (Esquema 48) con

rendimientos similares a los descritos.

P OH OH

(CH,0),, EtsN, MgCl,

THF, reflujo

HO HO HO

5 165 (50.2%) X 166 (3.5%)

Esquema 48. Sintesis de los compuestos 2-formil y 4-formilestradiol.

Una vez que se obtuvo el 2-formilestradiol (165), se utilizé como materia prima en la metodologia
de sintesis de los espirocromenos derivados de sapogeninas esteroidales (Capitulo 4). Esto a través
de la condensacion aldélica entre este benzaldehido esteroidal y el acetato de tigogenina. Sin
embargo, aun después de 6 dias de reaccién no se observd la formacidon de algin producto
definido (Esquema 49). Se puede suponer que la presencia de hidroxilo fendlico del estradiol
impide una catdlisis acida adecuada y no permite la condensaciéon entre la sapogenina y el
aldehido. También hay que considerar que el carbonilo del 2-formilestradiol (165) presenta un

mayor impedimento estérico y dificulta la reaccién deseada.
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HO 165

Esquema 49. Sintesis del dimero hibrido tipo-espirocromeno 167.

Debido a los resultados anteriores y para impedir la interferencia en la catalisis dcida por parte del
fenol del 2-formilestradiol en las reacciones de condensacidn con las sapogeninas esteroidales, se
llevé a cabo la acetilacién del aldehido 165 con NaHCO3;, anhidrido acético y acetato de etilo, para

obtener el diacetato de 2-formilestradiol (168) con rendimiento cuantitativo (Esquema 50).

OOCCH;

OH
O O
NaHCO3, Ac,0
AcOEt, A
HO H3CCOO
165 168

Esquema 50. Obtencidn del diacetato de 2-formilestradiol(168).

Como se ha sefalado en este capitulo, las reacciones entre sapogeninas esteroidales acetiladas y
el 2-acetoxibenzaldehido generaron los 2’-acetoxi-bencilidenespirostanos correspondientes.
Tomando en cuenta esto, se llevaron a cabo las reacciones de condensacidn catalizadas por
BF3;*Et,0 entre las sapogeninas 64a-d y el diacetato de 2-formilestradiol (168) para obtener los
dimeros hibridos de tipo bencilideno 169a-d con rendimientos moderados (39%, 62%, 49% y 35%
respectivamente) y como subproductos de esta reaccién, se obtuvieron los dimeros tipo-

espirocromeno 170a-d con rendimientos que van de 3 a 9%. (Esquema 51).
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4 R1 6
169a (39%)
169b (62%)
HsCCOO & BF 3Et,0 169¢c (49%)  ,, g¢ OH 18 OOCCH;
6dacd 00CCH;  CHaCl 169d (35%) g3 % ‘

H3CCOO
168

4 16
a:R'= H-50, R?= H,H, R® = H, R=CH, R
b: R'= H-5, R>= H,H, R®= CH,, R*=H 170a (8%)
L plo 2 3_ 4_ 170b (9%)
¢:R'=H-50, R%= 0, R®=H, R*=CH;, 170¢ (3%)
d:R'= 5 R%=HH,R*=H, R*=CH, 170d (5%)

Esquema 51. Sintesis de los dimeros esteroidales 169 y 170.

En los espectros de RMN de 'H y °C de los dimeros hibridos de tipo bencilideno, se observan
efectos muy similares a los presentes en los 23E-2’-acetoxi-bencilidenespirostanos (Seccién 5.1.2.).
En las tablas 27 y 28 se encuentran los desplazamientos quimicos de las sefiales correspondientes
a las cadenas laterales del fragmento de sapogenina y al anillo aromatico del fragmento de
estradiol. Como se puede observar, la presencia de las sefiales sp” de C-23 y C-28 asi como la sefial
del protén olefinico de H-28 corroboran la formacidn del doble enlace que une a ambos

fragmentos.

Se puede notar que las senales correspondientes al anillo aromdtico del fragmento de estradiol
presentan regularidad en todos los dimeros, lo que indica que dicho fragmento esta unido a la
cadena lateral de la sapogenina del mismo modo en todos los derivados obtenidos y el efecto NOE

observado entre H-20¢->H-28 ayudd a determinar la configuracidn E de la olefina generada.
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Tabla 27. Algunas sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los dimeros hibridos tipo

bencilidenespirostano 169a-d.

H 169a 169b 169c 169d
16 4.42 (dt) 4.45 (dt) 4.37 (m) 4.44 (dt)
18 0.83 (s) 0.81 (s) 1.08 (s) 0.83 (s)
20 2.56 (p) 2.50 (dq) 2.44 (m) 2.57 (p)
21 1.06 (d) 1.08 (d) 1.17 (d) 1.08 (d)
26ax. 3.53 (m) 4.05 (dd) 3.52 (m) 3.52 (m)
26eq. 3.53 (m) 3.30 (dt) 3.52 (m) 3.52 (m)
27 0.77 (d) 0.94 (d) 0.77 (d) 0.77 (d)
28 6.30 (s) 6.45 (s) 6.28 (s) 6.31 (s)
1 7.11 (s) 7.11 (s) 7.10 (s) 7.11 (s)
& 6.75 (s) 6.74 (s) 6.75 (s) 6.76 (s)

Tabla 28. Algunas sefiales de RMN de **C de las cadenas laterales de los dimeros hibridos tipo

bencilidenespirostano 169a-d.

C 169a 169b 169c 169d
16 80.5 80.9 78.9 80.5
17 61.6 61.8 53.0 61.5
18 16.6 16.6 16.1 16.4
20 36.9 38.6 37.5 36.9
21 14.7 14.6 13.5 14.8
22 110.2 111.0 110.2 110.2
23 138.6 137.5 138.4 138.6
24 335 313 33.6 335
25 33.1 30.3 33.0 331
26 66.1 65.0 66.2 66.1
27 17.1 17.6 17.2 17.2
28 117.8 119.9 118.0 117.8
r 127.6 127.5 127.6 127.6
2 137.7 137.6 137.7 137.7
3 146.4 146.4 146.4 146.4
4 121.8 121.7 121.8 121.8
5’ 137.0 136.9 137.1 137.0
10’ 127.1 127.1 126.9 127.0

Por otro lado, en los espectros de RMN de los dimeros hibridos de tipo espirocromeno se
encuentran efectos muy similares a los observados en los espirocromenos derivados de
sapogeninas esteroidales (Seccién 4.1). Los compuestos 170a, 170c y 170d pertenecientes a la
serie 22R presentan los desplazamientos caracteristicos de C-22 a 113.5 ppm, C-24 a 35.1 ppm y C-
26 alrededor de 66.9 ppm; mientras que en el derivado 170b se observan C-22 a 112.7 ppm, C-24

a 37.3 ppmy C-26 a 67.6 ppm, que son desplazamientos particulares para la cadenas laterales de
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los espirocromenos de la serie 22S. Los desplazamientos quimicos correspodientes a las cadenas
laterales de los fragmentos de sapogenina y del fragmento espirocromeno se encuentran

recopilados en las tablas 29 y 30.

Tabla 29. Algunas sefiales de RMN de 'H de las cadenas laterales de los dimeros hibridos tipo

espirocromeno 170a-d.

H 22R-170a 225-170b 22R-170c 22R-170c
16 4.67 (m) 4.66 (m) 4.66 (m) 4.70 (m)
18 0.88 (s) 0.88 (s) 1.16 (s) 0.91 (s)

20 2.52 (p) 2.54 (p) 2.40 (m) 2.52(q)

21 1.01 (d) 1.05 (d) 1.10 (d) 1.03 (d)
26a 3.62 (dd) 3.57 (dd) 3.61 (dd) 3.62 (dd)
26b 3.43 (dd) 3.51 (dd) 3.43 (dd) 3.44 (dd)
27 0.98 (d) 0.97 (d) 0.97 (d) 0.99 (d)

28 6.43 (s) 6.45 (s) 6.44 (s) 6.44 (s)

1 6.93 (s) 6.97 (s) 6.94 (s) 6.94 (s)

& 6.60 (s) 6.63 (s) 6.61 (s) 6.61 (m)

Tabla 30. Algunas sefiales de RMN de C de las cadenas laterales de los dimeros hibridos tipo

espirocromeno 170a-d.

C 170a 170b 170c 170d
16 82.4 82.8 80.7 82.3
17 60.6 60.9 51.6 60.4
18 16.7 16.6 16.4 16.5
20 40.1 39.3 40.3 40.0
21 14.7 14.7 13.4 14.7
22 113.5 112.7 113.4 113.5
23 130.0 129.9 129.5 129.9
24 35.1 37.3 35.3 35.1
25 34.8 35.0 35.6 35.8
26 66.9 67.6 67.0 66.9
27 17.1 17.6 17.0 17.1
28 125.7 126.2 126.0 125.7
r 122.9 123.1 122.9 122.9
2 118.5 118.9 118.4 118.4
3 149.2 149.1 149.0 149.1
4 115.3 115.6 115.4 115.3
5’ 132.8 133.0 133.0 132.8
10’ 137.4 137.4 137.5 137.4
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Se puede asumir que la formacién de los dimeros tipo espirocromeno, al igual que ocurre en la
sintesis de los 2’-acetoxi-bencilidenespirostanos, es producto del cierre del anillo por parte del OH
fendlico que se desacetilé en el medio acido de la reaccidén. La configuracién en C-22 de los
compuestos obtenidos se determiné de la misma forma que se describid para los espirocromenos

derivados de sapogeninas estreoidales (Seccion 4.1).

También es importante hacer notar que en estos dimeros hibridos se mantiene la tendencia de
estereoselectividad en la formacién del fragmento de espirocromeno dependiendo de la
configuracion de C-25, como lo ocurrido en la sintesis de los espirocromenos, pues todas las
materias primas de la serie 25R generaron como subproducto al 22R-espirocromeno, pero cuando
la reaccién se llevé a cabo con el derivado 64b de la serie 2585, se generd el correspondiente 225-
espirocromeno. Esto ultimo indica que la influencia de la orientacion del metilo C-27 es

determinante en las transformaciones de la cadena lateral de las sapogeninas esteroidales.

5.5.2. Saponificacion de los dimeros hibridos tipo bencilideno.

Se llevd a cabo la desproteccion de los grupos hidroxilo de los dimeros hibridos de tipo
bencilideno, para poder llevar a cabo la evaluacién de sus propiedades biolégicas, a través del
tratamiento con metdxido de sodio en mezcla 9/1 de CH,Cl,/metanol. De esta manera, se
obtuvieron los derivados 171a-d con los hidroxilos libres con rendimientos que van de moderados

a buenos (56 — 86%) (Esquema 52).

HsCCOO ) MeONa
R CH,Cl,, MeOH

HO
1
a: R'= H-5¢, R*= H,H, R® = H, R*= CH3 (25R) R

b: R'= H-58, R%= H,H, R® = CH,, R*= H(25S) 171a (56%)
0,

¢:R'= H-50, R%= 0, R® = H, R*=CHj; (25R) mg (g%")

2 3 4 (67%)

d: R'= A% R=H,H, R*=H, R"= CH; (25R) 171d (86%)

Esquema 52. Saponificacion de los dimeros hibridos de tipo bencilideno.
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Parte experimental

5.1. Sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos derivados de la tigogenina.

5.1.1. Primera sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos.

Procedimiento general para la acetilacion de los monohidroxibenzaldehidos con anhidrido acético y
piridina. A una disolucién de hidroxibenzaldehido (1.2212 g, 10 mmol) en CH,Cl, (15 mL), se le
agregaron 1.6 mL (20 mmol) de piridina y se agité a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afiadieron 1.7 mL (17.5 mmol) de anhidrido acético y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 30 minutos (CCD hexano/acetato de etilo 2:1). Al consumirse por completo la materia
prima, la mezcla se diluyé con acetato de etilo (60 mL) y la fase orgdnica se lavd con agua (3 x 25
mL), disolucién al 5% de CuSO, (4 x 25 mL), agua (5 x 25 mL) y disolucion saturada de NaCl (1 x 25
mL), se secé (Na,SO, anh.) y evapord. El producto obtenido se guardd en congelacion

inmediatamente para evitar la descomposicion.

Procedimiento general para la sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos. A una
disolucién de sapogenina esteroidal acetilada (458.7 mg, 1 mmol) y monoacetoxi-benzaldehido
crudo (328.3 mg, 2 mmol, que se obtuvo a través de la acetilacion con anhidrido acético y piridina)
en CH,Cl, (30 mL), se le adicioné BF;¢Et,0 (6 mL) y el curso de la reaccién se siguié por CCD
(hexano/acetato de etilo, 8/1 x 2). Al consumirse la materia prima la mezcla de reaccion se vertié
sobre hielo, se diluyd con acetato de etilo (80 mL) y la fase organica se lavd con agua (8 x 25 mL) y
disolucién saturada de NaCl (1 x 25 mL), se secé (Na,SO, anh.) y evaporé a sequedad. El aceite
obtenido se redisolvié en acetato de etilo (25 mL), se le agregaron 25 mL de una disolucién acuosa
de NaHSO, al 10% y se agité durante toda la noche para retirar el benzaldehido. Transcurrido este
tiempo, la mezcla se diluyd con 30 mL de acetato de etilo y la fase organica se lavé con agua (5 x
30 mL) y disolucién saturada de NaCl (1 x 30 mL), se secé (Na,SO, anh.) y se evapord a sequedad.
Como se menciond anteriormente, los compuestos obtenidos con esta metodologia no pudieron

ser caracterizados adecuadamente.
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5.1.2. Optimizacion en la sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos.

Procedimiento general para la acetilacion de los monohidroxibenzaldehidos con anhidrido acético y
NaHCO;. A una disolucidn de hidroxibenzaldehido (244.2 mg, 2 mmol) en acetato de etilo (secado
con Na,S0O, anh.) (6 mL), se le agregaron Ac,0 (0.4 mL, 4.3 mmol) y NaHCO; (336 mg, 4 mmol), y la
mezcla se agitd a reflujo hasta que la materia prima se consumié por completo (30 min, CCD
hexano/acetato de etilo 2/1). La reaccién se termind agregando 2 mL de etanol, la mezcla se
enfrio, se agregaron 10 mL de agua y se agité durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se
agregaron 30 mL de acetato de etilo y la fase organica se lavd con agua (5 x 15 mL) y disolucién
saturada de NaCl (1 x 15 mL), se secd (Na,SO, anh.) y evaporé. El residuo se secé durante 30
minutos en la bomba de alto vacio para generar el monoacetoxi-benzaldehido deseado puro y

poder utilizarse. Esta metodologia se escalé a 4y 8 mmol.

O M La reaccién con el 2-hidroxibenzaldehido (126) generd 333.8 mg (98%) de: 2-

6 N ~O0CC | acetoxibenzaldehido (134). Aceite translicido. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &

N ppm: 10.11 (s, 1H, H-aldehido), 7.88 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H, H-6), 7.63 (ddd, J =
134

8.1,7.4, 1.8 Hz, 1H, H-4), 7.45 — 7.35 (m, 1H. H-5), 7.19 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H, H-
3), 2.39 (s, 3H, CH; acetilo). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 128.0 C-1, 151.5 C-2, 123.5 C-3,
135.3 C-4, 126.4 C-5, 131.3 C-6, 188.7 C=0 aldehido, 169.2 C=0 acetilo, 20.9 CH; acetilo. Descrito
en Chemistry - A European Journal 2006, 12, 8762 — 8769; RMN de "H (CDCls;, 300 MHz) & ppm:
10.11 (1H, d, J= 1.2 Hz, aldehido), 7.88 (1H, dt, J= 7.8, J=1.2 Hz, H-6), 7.63 (1H, ddd, J= 8.4, J= 7.4,
J= 1.3 Hz, H-4), 7.40 (1H, dd, J= 7.8, J= 7.4 Hz, H-5), 7.18 (1H, bd, J= 8.4, H-3), 2.38 (3H, s, CH;
acetilo). RMN de **C (CDCls;, 75 MHz) & ppm: 188.74 C=0 aldehido, 169.20 C=0 acetilo, 151.42 C-2,
135.26 C-4, 131.24 C-6, 127.98 C-1, 126.38 C-5, 123.44 C-3, 20.77 CHj; acetilo.

O M La reaccién con el 3-hidroxibenzaldehido (132) generd 312.5 mg (95%) de: 3-
6 2 acetoxibenzaldehido (135). Aceite amarillo pélido. RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) &
“ooccHs| ppm: 9.99 (s, 1H, H-aldehido), 7.74 (dt, J = 7.6, 1.3 Hz, 1H, H-6), 7.62 (dd, J = 2.3,

1.6 Hz, 1H, H-2), 7.54 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-5), 7.36 (ddd, J = 8.1, 2.4, 1.1 Hz, 1H, H-
4), 2.32 (s, 3H, CH; acetilo). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 137.6 C-1, 122.1 C-2, 151.1 C-3,
127.6 C-4, 130.0 C-5, 127.2 C-6, 191.0 C=0 aldehido, 169.0 C=0 acetilo, 20.9 CH; acetilo. Descrito

112



en J. Org. Chem. 2014, 79, 9150 - 9160; RMN de *H (CDCls, 400 MHz) & ppm: 2.22 (s, 3H),
7.24-7.26 (m, 1H), 7.44 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.50-7.51 (m, 1H), 7.62-7.65 (m, 1H), 9.88 (s, 1H).

O M La reaccidn con el 4-hidroxibenzaldehido (133) gener6é 321.7 mg (98%) de: 4-
2 acetoxibenzaldehido (136). Aceite translicido. RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) 6 ppm:

7 9.97 (s, 1H, H-aldehido), 7.90 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2), 7.27, (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-3),
136 OOCCH,

2.32 (s, 3H, CH; acetilo). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) 6 ppm: 133.8 C-1, 131.1 C-2,

122.3 C-3, 155.2 C-4, 190.8 C=0 aldehido, 168.5 C=0 acetilo, 21.0 CH; acetilo. Descrito en Org.
Biom. Chem. 2013, 11, 3674 - 3691; RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) & 9.90 (s, 1H), 7.83 (d, J = 8.7,
2H), 7.20 (d, J = 8.6, 2H), 2.25 (s, 3H); RMN de “*C (75 MHz, CDCl;) § 190.9 (0), 168.7 (0), 155.4 (0),
134.0 (0), 131.2 (1), 122.4 (1), 21.1 (3)

Procedimiento optimizado para la sintesis de los 23E-bencilidenespirostanos monoacetoxilados. A
una disolucién de esteroide (1 mmol) y el acetoxibenzaldehido recién preparado y completamente
seco (2 mmol, preparado por el método con Ac,0 y NaHCO;) en CH,Cl, (30 mL), se le adiciond
BF;¢Et,0 (6 mL) y se agitd a temperatura ambiente. El curso de la reaccidn se siguié por CCD,
hexano/acetato de etilo, 4/1 x 2. La reaccion se terminé vertiendo la mezcla sobre hielo y agitando
hasta que el hielo se fundié. La mezcla se diluyd con acetato de etilo (80 mL) y la fase organica se
lavé con agua (8 x 30 mL) y disolucion saturada de NaCl (1 x 30 mL), se secé (Na,SO, anh.) y se
evapord a sequedad. El aceite obtenido se redisolvié en acetato de etilo (25 mL), se le agregaron
25 mL de una disolucién acuosa de NaHSOs al 10% y se agité durante toda la noche para retirar el
exceso de aldehido. Transcurrido este tiempo, la mezcla se diluyé con 30 mL de acetato de etilo y
la fase organica se lavé agua (5 x 30 mL) y disolucién saturada de NaCl (1 x 30 mL), se secé (Na,SO,
anh.) y se evapord a sequedad. El sélido obtenido se purificé por cromotografia en columna para

generar el correspondiente 23E-bencilidenespirostano monoacetoxilado.

La reaccion con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol) y 2-acetoxibenzaldehido (134)
(328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccién 3.5 h) generd una mezcla de los productos 137 y 127a
que se purificé por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (25 g). El crudo de
reaccion se fijé con 2 g de silica y se eluydé con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 95/5

hasta obtener el primer producto y se continué con 8/1 para generar:
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Diacetato de [23(23’)E,25R]-23(23°)-2’-
hidroxibenciliden-5a-espirostan-33-ol (137).
Rendimiento: 355.2 mg (59%). P.f. 188.2-190.0 °C

(recristalizado de hexano/acetato de etilo). RMN de ‘H

(400 MHz, CDCl3) & ppm: 7.29 (m, 1H, H-5'), 7.24 —

7.19 (m, 2H, H-4’ and H-6'), 7.05 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-3’), 6.35 (s, 1H. H-23’), 4.68 (tqg, J = 9.9, 5.0 Hz,
1H, H-3), 4.43 (dt, J = 8.8, 6.9 Hz, 1H, H-16), 3.60 — 3.46 (m, 2H, H-26), 2.57 (p, / = 6.8 Hz, 1H, H-20),
2.46 (dd, J = 13.3, 3.5 Hz, 1H, H-24eq.), 2.24 (s, 3H, CH; acetilo), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo), 1.07 (d, J
= 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.81 (s, 3H, H-18), 0.76 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de *C
(100 MHz, CDCl5) 6 ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.5 C-6, 32.1 C-7, 35.0 C-
8,54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 40.9 C-13, 56.2 C-14, 31.6 C-15, 80.5 C-16, 61.6 C-17,
16.6 C-18, 12.3 C-19, 36.9 C-20, 14.7 C-21, 110.1 C-22, 139.2 C-23, 33.4 C-24, 33.1 C-25, 66.0 C-26,
17.1 C-27, 117.4 C-23’, 130.3 C-1’, 148.7 C-2’, 122.0 C-3/, 125.7 C-4’, 128.1 C-5’, 130.6 C-6’, 21.4,
20.8 CHj; acetilo, 170.7, 169.0 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CjsHs30¢ 605.3799 (MH’)
calculado 605.3842.

3-monoacetato de (22R,25R)-16[B:22-epoxi-22,2’-espiro-[cromeno]-5a-colestan-33,26-diol

(127a). Rendimiento: 70.2 mg (13%). Idéntico al descrito en la seccion 4.1.

La reaccion con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol) y 3-acetoxibenzaldehido (135)
(328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccidon 2 h) se purificd por cromatografia en columna usando
como soporte silica gel (25 g). El producto se fijé con 2 g de silica y se eluyé con mezcla de

disolventes hexano/acetato de etilo 95/5 para generar 417.4 mg (69%) de:

Diacetato de [23(23’)E,25R]-23(23°)-3'-
hidroxibenciliden-5a-espirostan-3f-ol  (138). P.f.
160.3— 161.1 °C (recristalizado de CH,Cl,/metanol).
RMN de *H (400 MHz, CDCl5) & ppm: 7.33 (dd, J = 8.8,

138 7.7 Hz, 1H, H-5'), 7.09 (dt, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H, H-6'),

6.97 —6.90 (m, 2H, H-2’ and H-4'), 6.53 (m, 1H, H-23’), 4.68 (tt, J = 11.5, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.42 (dt, J
= 8.9, 7.0 Hz, 1H, H-16), 3.61 — 3.48 (m, 2H, H-26), 2.75 (dd, J = 13.4, 4.0 Hz, 1H, H-24eq.), 2.55 (p, J
= 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.29 (s, 3H, CH; acetilo), 2.09 (ddd, J = 13.5, 11.8, 1.9 Hz, 1H, H-24ax.), 2.01 (s,
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3H, 3H, CH; acetilo), 1.88 (dd, J = 9.0, 7.0 Hz, 1H, H-17), 1.08 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-
19), 0.81 (s, 3H, H-18), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.68 (ddd, J = 12.3, 10.4, 4.1 Hz, 1H, H-9). RMN
de 3C (100 MHz, CDCl;) 6 ppm: 36.7 C-1, 27.5 C-2, 73.7 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7,
35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.2 C- 12, 40.8 C-13, 56.2 C-14, 31.6 C-15, 80.5 C-16, 61.6
C-17,16.7 C-18, 12.3 C-19, 37.3 C-20, 14.8 C-21, 110.4 C-22, 138.2 C-23, 32.9 C-24, 33.2 C-25, 66.1
C-26,17.2 C-27,122.0 C-23’, 138.7 C-1’, 122.2 C-2’, 150.5 C-3’, 119.7 C-4’, 129.1 C-5’, 126.6 C-6/,
21.5, 21.2 CHjs acetilo, 170.7, 169.5 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CsgHs30 605.3823 (MH")
calculado 605.3842.

La reaccion con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol) y 4-acetoxibenzaldehido (136)
(328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccién 2.5 h) se purificd por cromatografia en columna usando
como soporte silica gel (25 g). El producto se fijé con 2 g de silica y se eluyé con mezcla de

disolventes hexano/acetato de etilo, 95/5 para generar 276.7 mg (46%) de:

Diacetato de [23(23’)E,25R]-23(23°)-4’-
hidroxibenciliden-5a-espirostan-33-ol (140). P.f.
247.6-248.4 °C (recristalizado de CH,Cl,/acetato
de etilo). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) & ppm: 7.22

(d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2’ and H-6"), 7.05 (d, J = 8.6
Hz, 2H, H-3” and H-5’), 6.53 (s, 1H, H-23’), 4.69 (tt, J = 11.4, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.43 (dt, J = 8.9, 7.0 Hz,
1H, H-16), 3.63 — 3.50 (m, 2H, H-26), 2.76 (ddd, J = 13.4, 4.5, 1.3 Hz, 1H, H-24eq.), 2.56 (p, / = 6.9
Hz, 1H, H-20), 2.30 (s, 3H, CH; acetilo), 2.09 (ddd, J = 13.5, 11.7, 1.9 Hz, 1H, H-24ax.), 1.09 (d, J =
6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.82 (s, 1H, H-18), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.74 — 0.62
(m, 1H, H-9). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 36.7 C-1, 27.5 C-2, 73.7 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5,
28.5C-6,32.2 C-7,35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.2 C- 12, 40.8 C-13, 56.2 C-14, 31.6 C-
15, 80.6 C-16, 61.6 C-17, 16.7 C-18, 12.3 C-19, 37.3 C-20, 14.8 C-21, 110.5 C-22, 137.6 C-23, 32.9 C-
24,33.1C-25,66.1 C-26, 17.2 C-27, 122.0 C-23’, 134.8 C-1’, 130.2 C-2’, 121.2 C-3’, 149.2 C-4’, 21.5,
21.2 CHs acetilo, 170.7, 169.5 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CsgHs30¢ 605.3952 (MHY)
calculado 605.3842.
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5.1.3. Saponificacion de los derivados monoacetoxi-bencilidenespirostanos.

Procedimiento general para la saponificacion de los 23E-bencilidenespirostanos monoacetoxilados.
A una suspensidn de acetoxi-bencilidentigogenina (0.165 mmol) en dioxano (5 mL) y metanol (10
mL) se le adiciond KOH (600 mg) y la mezcla se agitd hasta que la reaccion concluyé (CCD
hexano/acetato de etilo 2/1). Al consumirse la materia prima, se evaporaron los disolventes
volatiles y se le adiciond agua (10 mL) y se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL). La fase organica
se lavd con agua (3x15 mL) se secd (Na,SO,4 anh.) y evapord. El crudo se purificé por cromatografia

en columna para generar los hidroxi-bencilidenespirostanoles correspondientes.

La reaccién con acetato del 2’-acetoxi-bencilidentigogenina (137) (400 mg, 0.661 mmol) (tiempo
de reaccidn 3.5 h) se purificé por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (25 g).
El crudo de reaccion se fijo con 4 g de silica y se eluyé con mezcla de disolventes hexano/acetato

de etilo, 2/1 para generar 321.5 mg (94%) de:

[23(23)E,25R]-23(23’)-2’-hidroxibenciliden-5a-
espirostan-3p-ol (142). P.f. 190.6-191.7 °C (Sdlido
amorfo, recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de

'H (400 MHz, CDCl3) 6 ppm: 7.19 (ddd, J=8.6, 7.5,

1.7 Hz, 1H, H-5’), 7.07 (dd, J=7.6, 1.7 Hz, 1H, H-6"),

6.94 — 6.85 (m, 2H, H-3" y H-4’), 6.45 (s, 1H, H-23’), 4.45 (dt, J=9.1, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.67 — 3.58
(m, 1H, H-3), 3.58 —3.52 (m, 2H, H-26), 2.62 (p, J=6.9 Hz, 1H, H-20), 2.47 — 2.35 (m, 1H, H-24), 1.11
(d, J=6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 6H, H-18 y H-19), 0.79 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de **C (100
MHz, CDCls) & ppm: 37.0 C-1, 28.6 C-2, 71.3 C-3, 38.1 C-4, 44.8 C-5, 31.5 C-6, 32.3 C-7, 35.0 C-§,
54.4 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.2 C- 12, 40.8 C-13, 56.3 C-14, 31.6 C-15, 80.7 C-16, 61.6 C-17,
16.7 C-18, 12.4 C-19, 37.4 C-20, 14.8 C-21, 110.1 C-22, 141.1 C-23, 33.5 C-24, 33.2 C-25, 65.3 C-26,
17.1 C-27,117.1 C-23’, 123.0 C-1’, 152.9 C-2’, 115.4 C-3’, 120.2 C-4’, 128.8 C-5’, 129.9 C-6’. HRMS
(APCI) Observado C34Ha0, 521.3654 (MH") calculado 521.3631.

La reaccién con acetato del 3’-acetoxi-bencilidentigogenina (138) (200 mg, 0.33 mmol) (tiempo de

reaccidon 3 h) se purificé por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (9 g). El
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crudo de reaccidn se fijé con 0.9 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato

de etilo, 4/1 para generar 131.3 mg (76%) de:

[23(23’)E,25R]-23(23’)-3’-hidroxibenciliden-5a-
espirostan-3p-ol (143). P.f. 232.4-232.8 °C (Sdlido
amorfo, recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de

'H (400 MHz, DMSO-dq) 6 ppm: 7.13 (t, J = 7.8 Hz,

1H, H-5'), 6.67 — 6.57 (m, 3H, H-2, H-4’ y H-6"),
6.46 (s, 1H, H-23), 4.31 (q, J = 7.5, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.49 (dd, J = 10.6, 4.9 Hz, 1H, H-26a), 2.77 —
2.68 (m, 1H, H-24a), 2.55 (g, J = 6.8 Hz, 1H, H-20), 1.01 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-21), 0.76 (t, J = 6.0 Hz,
9H, H-18, H-19, H-27). RMN de **C (100 MHz, DMSO- ds) 6 ppm: 36.7 C-1, 28.3 C-2, 69.3 C-3, 38.2
C-4, 44.4 C-5, 31.4 C-6, 31.9 C-7, 34.6 C-8, 53.9 C-9, 35.2 C-10, 20.7 C-11, 39.7 C- 12, 40.4 C-13,
55.7 C-14, 31.2 C-15, 79.9 C-16, 61.4 C-17, 16.3 C-18, 12.2 C-19, 36.6 C-20, 15.1 C-21, 109.8 C-22,
137.7 C-23,32.9 C-24, 32.7 C-25, 65.2 C-26 , 17.1 C-27, 122.1 C-23’, 136.7 C-1’, 119.7 C-2’, 157.2 C-
3’,113.8 C-4’, 129.3 C-5’, 115.6 C-6". HRMS (APCI) Observado CsHas04 521.3698 (MH*) calculado
521.3631.

La reaccién con acetato del 4’-acetoxi-bencilidentigogenina (140) (100 mg, 0.165 mmol) (tiempo
de reaccidn 1.5 h) se purificd por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (10 g).
El crudo de reaccion se fij6 con 0.85 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes

hexano/acetato de etilo, 4/1 para generar 86.7 mg (100%) de:

[23(23’)E,25R]-23(23’)-4’-hidroxibenciliden-5a-
espirostan-3B-ol (144). P.f. 255.3-256.8 °C (Sdlido
amorfo, recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de

'H (400 MHz, DMSO- ds) 6 ppm: 7.03 (d, J = 8.6 Hz,

2H, H-2’), 6.73 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3’), 6.43 (s, 1H,
H-23), 4.30 (dt, J = 8.6, 6.8 Hz, 1H, H-16), 3.48 (dd, J = 10.5, 4.5 Hz, 1H, H-26ax.), 3.40 (t, J = 11.1
Hz, 1H, H-26eq.), 2.73 (dd, J = 13.8, 3.1 Hz, 1H, H-24a), 2.55 (q, J = 6.8 Hz, 1H, H-20), 1.01 (d, J = 6.8
Hz, 3H, H-21), 0.75 (t, J = 5.7 Hz, 9H, H-18, H-19 y H-27). RMN de **C (100 MHz, DMSO- d¢) & ppm:
36.6 C-1, 28.3 C-2, 69.3 C-3, 38.2 C-4, 44.4 C-5, 31.4 C-6, 31.9 C-7, 34.6 C-8, 53.8 C-9, 35.2 C-10,
20.7 C-11, 39.7 C- 12, 40.3 C-13, 55.6 C-14, 31.2 C-15, 79.7 C-16, 61.4 C-17, 16.3 C-18, 12.2 C-19,
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36.5 C-20, 15.0 C-21, 109.9 C-22, 134.7 C-23, 32.6 C-24, 32.7 C-25, 65.2 C-26 , 17.2 C-27, 121.8 C-
23, 127.0 C-1’, 130.2 C-2’, 115.0 C-3’, 156.2 C-4’. HRMS (APCI) Observado CssHusOs 521.3717
(MH") calculado 521.3631.

5.2. Estudio de las reducciones de los bencilidenespirostanos monoacetoxilados derivados de la

tigogenina.

5.2.1. Reduccion con NaBH;CN en dcido acético.

Procedimiento general para la reduccion con NaBHs;CN en dcido acético de los 23E-
bencilidenespirostanos monoacetoxilados. A una disolucion de acetato de acetoxi-
bencilidenespirostano (0.5 mmol) en acido acético (5 mL) y CH,Cl, (2 mL), se le agregd NaBH;CN
(94.5 mg, 1.5 mmol) y la mezcla se agité hasta desaparicion de la materia prima (30 minutos, CCD
hexano/acetato de etilo, 4/1 x2). Al concluir, la mezcla de reacciéon se vertié sobre agua (50 mL) y
se extrajo con acetato de etilo (3 x 15 mL). La fase organica se lavé con agua (5 x 30 mL) y con
disolucién saturada de NaCl (3 x 20 mL), se secd y se evapord. El sdlido obtenido se purificé por
cromotografia en columna usando como soporte silica gel (15 g). El producto crudo se fijéen1g
de silica y se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 15/1 para obtener los

correspondientes 23E-bencilidenfurostano y 23-bencil-espirostano monoacetoxilados.

La reaccidn con acetato de 2’-acetoxi-bencilidentigogenina (137) (302.4 mg, 0.5 mmol) generé:

3-monoacetato de [23(23’)E,22S,25R]-23(23’)-2’-
acetoxibenciliden-5a-furostan-3p,26-diol (145).
Rendimiento: 161.7 mg (53%). P.f. 71.4 — 72.4 °C
(recristalizado de acetato de etilo/metanol). RMN de

'H (400 MHz, CDCl5) § ppm: 7.34 (dd, J = 7.5, 1.8 Hz,

1H, H-6"), 7.27 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H, H-5'), 7.19 (td, J

= 7.5, 1.4 Hz, 1H, H-4'), 7.04 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, H-3'), 6.35 (s, 1H, H-23'), 4.68 (tt, J = 11.3, 4.9
Hz, 1H, H-3), 4.47 — 4.32 (m, 1H, H-16), 3.88 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-22), 3.55 — 3.46 (m, 1H, H-26a),
3.18 (d, J = 11.3 Hz, 1H, H-26b), 2.33 (ddd, J = 14.1, 5.4, 1.8 Hz, 1H, H-24a), 2.25 (s, 3H, CH; acetilo),
2.11 (dd, J = 14.0, 10.3 Hz, 1H, H-24b), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.02 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-21), 0.89
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(s, 3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.77 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-27). RMN de *C (100 MHz, CDCl3) & ppm:
36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.0 C-7, 35.0 C-8, 54.1 C-9, 35.5 C-10,
20.8 C-11, 39.7 C- 12, 41.4 C-13, 56.7 C-14, 31.8 C-15, 83.7 C-16, 63.9 C-17, 16.9 C-18, 12.2 C-19,
36.9 C-20, 17.8 C-21, 96.0 C-22, 141.4 C-23, 29.9 C-24, 34.6 C-25, 65.4 C-26 , 18.0 C-27, 123.3 C-
23’, 130.7 C-1, 148.2 C-2’, 122.3 C-3’, 128.1 C-4’, 125.9 C-5’, 129.6 C-6", 21.4, 20.9 CH; acetilo,
170.6, 169.0 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CssHss0¢ 607.3990 (MH*) calculado 607.3999.

Diacetato de (23S,25R)-23-bencil-5a-espirostan-3,2’-
diol (146). Rendimiento: 35.3 mg (12%). P.f. 158.1 —
159.4 °C (recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de
'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm: 7.23 (ddd, J = 7.9, 6.6, 2.5
Hz, 1H, H-5'), 7.20 — 7.12 (m, 2H, H-4' y H-6'), 7.03 (dft,

J=7.9,1.7 Hz, 1H, H-3"), 4.68 (tt, J = 11.4, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.41 (dt, J = 8.7, 7.0 Hz, 1H, H-16), 3.42
(ddd, J = 10.9, 4.6, 1.9 Hz, 1H, H-26a), 3.28 (dd, J = 11.1 Hz, 1H, H-26b), 2.89 (dd, J = 13.7, 3.0 Hz,
1H, H-24a), 2.38 (q, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.32 (s, 3H, CH; acetilo), 2.30 — 2.22 (m, 1H, H-24b), 2.01
(s, 3H, CH; acetilo), 1.01 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.81 (s, 3H, H-18), 0.71 (d, J =
6.5 Hz, 3H, H-27). RMN de 3C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6
C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7, 34.9 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 41.0 C-13, 56.1 C-14,
31.6 C-15, 80.8 C-16, 61.7 C-17, 16.8 C-18, 12.2 C-19, 36.9 C-20, 14.7 C-21, 110.0 C-22, 38.7 C-23,
32.0 C-24, 30.6 C-25, 66.0 C-26 , 16.9 C-27, 34.3 C-23’, 132.5 C-1’, 149.2 C-2’, 122.3 C-3’, 125.8 C-
4’,127.1 C-5, 131.6 C-6’, 21.4, 21.0 CH; acetilo, 170.7, 169.3 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado
C3sHss0¢ 607.3922 (MH") calculado 607.3999.

Diacetato de (22S,25R)-16B:22-epoxi-22,2’-espiro-
[cromeno]-5a-colestan-33,26-diol (147).
Rendimiento: 29.5 mg (13%). P.f. 173.7 — 1749 °C
(recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de ‘H (400
MHz, CDCl5) & ppm: 7.17 — 7.09 (m, 1H, H-7'), 7.05

(dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, H-5'), 6.92 — 6.85 (m, 2H, H-6'y

H-8'), 6.45 (s, 1H, H-4"), 4.68 (ddd, J = 13.5, 10.3, 6.7 Hz, 2H, H-3 y H-16), 3.97 (d, J = 6.3 Hz, 2H, H-
26), 2.60 — 2.44 (m, 2H, H-20 y H-24a), 2.13 (dd, J = 9.3, 7.7 Hz, 1H, H-17), 2.07 (s, 3H, CH; acetilo),
2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.05 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-16), 0.98 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-27), 0.87 (s, 3H, H-
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18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.76 — 0.66 (m, 1H, H-9). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.7 C-1, 27.4
C-2,73.6 C-3,34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.2 C-7, 34.8 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.2 C-
12, 41.0 C-13, 56.0 C-14, 31.6 C-15, 82.4 C-16, 60.5 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-19, 39.6 C-20, 14.6 C-
21,112.8 C-22, 130.3 C-23, 36.8 C-24, 31.8 C-25, 69.3 C-26, 16.4 C-27, 125.8 C-4’, 126.1 C-5’, 121.0
C-6’, 128.5 C-7’, 115.7 C-8’, 151.4 C-9’, 121.1 C-10’, 21.4, 20.9 CH; acetilo, 170.7, 171.1 C=0
acetilo. HRMS (APCI) Observado C3gHs304 605.3852 (MH") calculado 605.3842.

La reaccidn con acetato de 3’-acetoxi-bencilidentigogenina (138) (302.4 mg, 0.5 mmol) generé:

3-monoacetato de [23(23’)E,22S5,25R]-23(23’)-3’-
acetoxibenciliden-5a-furostan-3§3,26-diol (148).
Rendimiento: 197.2 mg (65%). P.f. 72.8 — 73.7 °C
(recristalizado de acetato de etilo/metanol). RMN

de *H (400 MHz, CDCl5) & ppm: 7.32 (t, J = 7.9 Hz,

1H, H-5'), 7.16 (dt, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H, H-6'), 7.07

(t, J = 2.0 Hz, 1H, H-2'), 6.93 (ddd, J = 8.1, 2.4, 1.0 Hz, 1H, H-4"), 6.43 (s, 1H), 4.68 (tt, J = 11.3, 4.9
Hz, 1H, H-3"), 4.42 — 4.35 (m, 1H, H-26), 3.86 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H-22), 3.54 (dd, J = 11.6, 3.1 Hz, 1H,
H-26a), 3.19 (dd, J = 11.5, 4.1 Hz, 1H, H-26b), 2.48 (ddd, J = 14.4, 4.9, 1.9 Hz, 1H, H-24a), 2.29 (s,
3H, CH; acetilo), 2.22 (dd, J = 14.3, 10.6 Hz, 1H, H-24b), 2.13 — 2.03 (m, 1H, H-15a), 2.02 (s, 3H, CH;
acetilo), 1.00 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-21), 0.90 (s, 3H, H-18), 0.88 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-27), 0.84 (s, 3H,
H-19), 0.67 (ddd, J = 12.2, 10.3, 4.2 Hz, 1H, H-9). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 36.7 C-1,
27.4 C-2,73.6 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.0 C-7, 35.0 C-8, 54.1 C-9, 35.6 C-10, 20.8 C-11,
39.7 C- 12, 41.4 C-13, 56.7 C-14, 31.8 C-15, 83.6 C-16, 63.8 C-17, 17.0 C-18, 12.2 C-19, 37.0 C-20,
17.7 C-21, 96.8 C-22, 140.3 C-23, 29.9 C-24, 34.4 C-25, 65.5 C-26 , 18.0 C-27, 127.7 C-23’, 139.0 C-
1’, 121.7 C-2’, 150.6 C-3’, 119.7 C-4’, 129.2 C-5, 126.1 C-6’, 21.4, 21.1 CH; acetilo, 170.7, 169.4
C=0 acetilo. HRMS (APCIl) Observado C3gHssO¢ 607.4010 (MH*) calculado 607.3999.

Diacetato de (23S,25R)-23-bencil-5a-espirostan-3,3’-
diol (149). Rendimiento: 52.9 mg (17%). P.f. 180.5 —
182.0 °C (recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de *H
(400 MHz, CDCl;) & ppm: 7.28 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-5'),

7.01 (dt, J = 7.7, 1.3 Hz, 1H, H-6'), 6.92 (ddd, J = 8.1,
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2.4, 1.0 Hz, 1H, H-4'), 6.86 (t, J = 2.0 Hz, 1H, H-2'), 4.68 (tt, J = 11.3, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.40 (dt, J =
8.9, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.43 (ddd, J = 10.8, 4.6, 2.0 Hz, 1H, H-26a), 3.29 (dd, J = 11.1 Hz, 1H, H-26b),
2.97 (dd, J = 13.8, 3.3 Hz, 1H, H-24a), 2.42 — 2.31 (m, 2H, H-20 y H-24b), 2.30 (s, 3H, CH; acetilo),
2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.82 (dd, J = 9.0, 7.1 Hz, 1H, H-17), 0.99 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s,
3H, H-19), 0.79 (s, 3H, H-18), 0.71 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de **C (100 MHz, CDCl) & ppm:
36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7, 34.9 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10,
21.0 C-11, 40.1 C- 12, 41.0 C-13, 56.1 C-14, 31.5 C-15, 80.8 C-16, 61.6 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-19,
36.9 C-20, 14.4 C-21, 110.1 C-22, 40.1 C-23, 37.0 C-24, 30.7 C-25, 65.9 C-26, 16.9 C-27, 34.2 C-23/,
142.7 C-1’, 122.0 C-2’, 150.6 C-3’, 119.0 C-4’, 129.1 C-5’, 126.6 C-6’, 21.4, 21.2 CHj; acetilo, 170.7,
169.5 C=0 acetilo. HRMS (APCIl) Observado C3gHss0¢ 607.4011 (MH") calculado 607.3999.

La reaccidn con acetato de 4’-acetoxi-bencilidentigogenina (140) (302.4 mg, 0.5 mmol) generé:

OH 3-monoacetato de [23(23’)E,22S,25R]-23(23’)-4’-
' acetoxibenciliden-5a-furostan-3$,26-diol (150).
Rendimiento: 161.8 mg (53%). P.f. 91.8 —93.0 °C

(recristalizado de acetato de etilo/metanol). RMN

Hccoo”s de *H (400 MHz, CDCl3) § ppm: 7.32 (d, J = 8.6 Hz,

150 2H, H-2'y H-6'), 7.04 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-3' y H-

5'), 6.41 (s, 1H, H-23"), 4.67 (tt, J = 11.3, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.42 — 4.34 (m, 1H, H-16), 3.85 (d, J = 9.2
Hz, 1H, H-22), 3.54 (dd, J = 11.6, 3.0 Hz, 1H, H-26a), 3.19 (dd, J = 11.5, 3.9 Hz, 1H, H-26b), 2.49
(ddd, J = 14.2, 4.8, 1.9 Hz, 1H, H-24a), 2.28 (s, 3H, CH3 acetilo), 2.20 (dd, J = 14.3, 10.8 Hz, 1H, H-
24b), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo), 0.99 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-21), 0.90 (s, 3H, H-27), 0.88 (d, J = 6.8 Hz,
3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.66 (ddd, J = 12.2, 10.3, 4.2 Hz, 1H, H-9). RMN de C (100 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.0 C-7,35.0 C-8, 54.1 C-9,
35.5 C-10, 20.8 C-11, 39.7 C- 12, 41.4 C-13, 56.7 C-14, 31.8 C-15, 83.6 C-16, 63.8 C-17, 18.2 C-18,
12.2 C-19, 36.9 C-20, 17.7 C-21, 97.1 C-22, 139.3 C-23, 29.9 C-24, 34.3 C-25, 65.4 C-26 , 17.0 C-27,
127.8 C-23’, 135.1 C-1’, 129.6 C-2’, 121.4 C-3’, 149.2 C-4’, 21.4, 21.1 CH; acetilo, 170.6, 169.4 C=0
acetilo. HRMS (APCI) Observado CsgHssOg 607.4029 (MHY) calculado 607.3999.
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2 H 25 Diacetato de (23S,25R)-23-bencil-5a-espirostan-
3,4"-diol (151). Rendimiento: 71.9 mg (24%). P.f.
188.1 — 188.9 °C (recristalizado de CH,Cl,/metanol).

W RMN de *H (400 MHz, CDCl) & ppm: 7.14 (d, J = 8.5

151 Hz, 2H, H-2'y H-6'), 6.99 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3'y H-

5'), 4.68 (tt, J = 11.3, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.40 (dt, J = 8.9, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.43 (ddd, J = 10.8, 4.6, 1.9
Hz, 1H, H-26a), 3.29 (t, J = 11.1 Hz, 1H, H-26b), 2.95 (dd, J = 13.9, 3.3 Hz, 1H, H-24a), 2.41 - 2.31
(m, 2H, H-20 y H-24b), 2.29 (s, 3H, CH; acetilo), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo), 0.99 (d, / = 6.9 Hz, 3H, H-
21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.80 (s, 3H, H-18), 0.71 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de *C (100 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7,34.9 C-8, 54.2 C-9,
35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 41.0 C-13, 56.1 C-14, 31.5 C-15, 80.8 C-16, 61.6 C-17, 16.8 C-18,
12.3 C-19, 36.9 C-20, 14.4 C-21, 111.1 C-22, 40.3 C-23, 36.6 C-24, 30.7 C-25, 66.0 C-26 , 17.0 C-27,
34.3 C-23’, 138.4 C-1’, 129.9 C-2’, 121.2 C-3’, 148.7 C-4’, 21.5, 21.2 CHj; acetilo, 170.6, 169.6 C=0
acetilo. HRMS (APCI) Observado C3gHssOg 607.4001 (MH®) calculado 607.3999.

5.2.2. Hidrogenacion catalitica.

Procedimiento general para la reduccion con catalitica de los 23E-bencilidenespirostanos
monoacetoxilados. A una disolucidén purgada de acetato de acetoxi-bencilidentigogenina (1 mmol)
en CH,Cl, (20 mL) y etanol (35.4 mL), se le afiadié paladio sobre carbono (Pd/C) (60.4 mg, 10%
p/p), se purgd nuevamente y se agitd bajo atmdsfera de H, a temperatura ambiente durante 24
horas (CCD hexano/acetato de etilo, 8/1 x 2). Una vez consumida la materia prima, se retiraron los
disolventes volatiles. El producto crudo se purific6 inmediatamente por cromatografia en
columna, usando como soporte silica gel (25 g) y la mezcla de reaccién se fijé en silica gel (4 g). Se
eluyé con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 12/1 para generar el correspondiente

acetoxi-bencilespirostano deseado.
La reaccién con acetato de 2’-acetoxi-bencilidentigogenina (137) (604.8 mg, 1 mmol) generé 551.5

mg (91%) de diacetato de (23S,25R)-23-bencil-5a-espirostan-3,2’-diol (146) idéntico al descrito en

la seccién 5.2.1.
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La reaccién con acetato de 3’-acetoxi-bencilidentigogenina (138) (604.8 mg, 1 mmol) generé 554.8
mg (91%) de diacetato de (23S,25R)-23-bencil-5a-espirostan-3,3’-diol (149) idéntico al descrito en

la seccidn seccion 5.2.1.

La reaccién con acetato de 2’-acetoxi-bencilidentigogenina (140) (604.8 mg, 1 mmol) generé 575.4
mg (95%) de diacetato de (23S,25R)-23-bencil-5a-espirostan-3,4’-diol (151) idéntico al descrito en

la seccidon seccién 5.2.1.

5.2.3. Saponificacion de los monoacetoxi-bencilespirostanos.

Procedimiento general para la saponificacion de los 23E-bencilespirostanos monoacetoxilados. A
una disolucidn de acetoxi-benciltigogenina (0.165 mmol) en dioxano (5 mL) y metanol (10 mL) se le
adicion6é KOH (600 mg) y la mezcla se agité hasta que la reaccidn concluyé (CCD hexano/acetato
de etilo 1/1). Al consumirse la materia prima, se evaporaron los disolventes volatiles y se le
adiciond agua (10 mL) y se extrajo con acetato de etilo (3x15 mL). La fase orgédnica se lavd con
agua (3x15 mL) se secd (Na,SO, anh.) y evapord, para generar los hidroxi-bencilespirostanoles

correspondientes puros.

La reaccién con el acetato de 2’-acetoxi-benciltigogenina
(146) (100 mg, 0.165 mmol, tiempo de reaccion 3.0 h)
generé 82.2 mg (95%) de: (23S,25R)-23-bencil-5a-
espirostan-3,4’-diol (152). P.f. 306.7 — 307.5 °C (Sdlido

152 amorfo, recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de 'y

(400 MHz, CDCl;+CD;0D) & ppm: 6.82 — 6.74 (m, 2H, H-4' y H-6'), 6.51 (ddt, J = 7.0, 5.4, 2.1 Hz, 2H,
H-3'y H-5'), 4.17 (dt, J = 9.0, 7.2 Hz, 1H, H-16), 3.29 (tt, J = 10.7, 4.7 Hz, 1H, H-3), 3.17 (ddd, J =
10.8, 4.6, 1.9 Hz, 1H, H-26a), 3.03 (t, J = 11.0 Hz, 1H, H-26b), 2.80 (dd, J = 13.2, 3.1 Hz, 1H, H-23'a),
2.33 (t, J = 7.0 Hz, 1H, H-20), 1.98 (dd, J = 13.2, 10.4 Hz, 1H, H-23'b), 0.75 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21),
0.61 (s, 3H, H-18), 0.58 (s, 3H, H-19), 0.47 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27). RMN de *C (100 MHz,
CDCl;+CD;0D) & ppm: 36.7 C-1, 30.7 C-2, 70.6 C-3, 37.4 C-4, 44.6 C-5, 28.6 C-6, 32.0 C-7, 34.7 C-8,
54.1 C-9, 35.3 C-10, 20.8 C-11, 39.9 C- 12, 40.8 C-13, 56.0 C-14, 31.2 C-15, 80.7 C-16, 61.2 C-17,
16.4 C-18, 12.0 C-19, 36.5 C-20, 13.9 C-21, 111.9 C-22, 37.8 C-23, 33.9 C-24, 30.5 C-25, 65.9 C-26 ,
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16.6 C-27, 31.6 C-23’, 126.9 C-1’, 1549 C-2’, 114.7 C-3’, 126.8 C-4’, 118.9 C-5’, 131.1 C-6’. HRMS
(APCI) Observado C34Hs;0, 523.3783 (MH") calculado 523.3787.

La reaccién con el acetato de 3’-acetoxi-benciltigogenina
(149) (100 mg, 0.165 mmol, tiempo de reaccion 3.0 h)
generé 87.3 mg (>99%) de: (23S,25R)-23-bencil-5a-
espirostan-3,3’-diol (153). P.f. 268.2 - 269.5 °C

(recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de *H (400 MHz,

CDCI3+CD;0D) & ppm: 7.08 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H-5'), 6.72 — 6.53 (m, 3H, H-2', H-4' y H-6'), 4.37 (dt, J
= 9.0, 7.2 Hz, 1H, H-16), 3.54 (tt, J = 11.2, 4.8 Hz, 1H, H-3), 3.40 (ddd, J = 11.3, 4.8, 2.0 Hz, 1H, H-
26a), 3.25 (t, J = 11.0 Hz, 1H, H-26b), 2.88 (dd, J = 13.7, 3.4 Hz, 1H, H-23'a), 2.34 (q, J = 5.3, 3.5 Hz,
1H, H-20), 2.22 (dd, J = 13.6, 10.7 Hz, 1H, H-23'b), 0.96 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.78 (s, 3H, H-19),
0.77 (s, 3H, H-18), 0.68 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de *C (100 MHz, CDCl;+CD;0D) & ppm: 36.8
C-1,31.1 C-2, 71.0 C-3, 37.8 C-4, 44.7 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7, 34.9 C-8, 54.2 C-9, 35.5 C-10, 21.0 C-
11, 40.0 C- 12, 41.0 C-13, 56.1 C-14, 31.4 C-15, 80.8 C-16, 61.4 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-19, 36.8 C-
20, 14.2 C-21, 111.4 C-22, 40.0 C-23, 34.1 C-24, 30.6 C-25, 65.9 C-26 , 16.8 C-27, 37.0 C-23, 142.5
C-1’, 115.9 C-2’, 156.4 C-3’, 112.6 C-4’, 129.2 C-5’, 120.6 C-6". HRMS (APCI) Observado Ci;Hs;0,
523.3781 (MH") calculado 523.3787.

La reaccién con el acetato de 4’-acetoxibencil tigogenina
(151) (100 mg, 0.165 mmol, tiempo de reaccién 22.5 h)
generé 88.5 mg (>99%) de: (23S,25R)-23-bencil-5a-
espirostan-3,4’-diol (154). P.f. 217.0 - 2178 °C

(recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de 'H (400 MHz,

CDCI3+CD;0D) & ppm: 6.93 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 2H, H-2'y H-6'), 6.73 — 6.68 (m, 2H, H-3 y H-5'), 4.36
(dt, J = 9.0, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.57 — 3.47 (m, 1H, H-3), 3.38 (ddt, J = 9.5, 4.9, 2.5 Hz, 1H, H-26a),
3.24 (t,J = 11.1 Hz, 1H, H-26b), 2.84 (dd, J = 13.9, 3.4 Hz, 1H, H-23'a), 2.34 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20),
2.19 (dd, J = 13.8, 10.7 Hz, 1H, H-23'b), 0.94 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.77 (s, 3H, H-19), 0.76 (s, 3H,
H-18), 0.67 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27). RMN de **C (100 MHz, CDCl;+CD;0D) & ppm: 36.8 C-1, 31.1 C-
2, 71.0 C-3, 37.8 C-4, 44.7 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7, 34.9 C-8, 54.2 C-9, 35.5 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C-
12, 41.0 C-13, 56.1 C-14, 31.4 C-15, 80.8 C-16, 61.4 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-19, 36.8 C-20, 14.2 C-
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21, 111.5 C-22, 40.4 C-23, 34.1 C-24, 30.6 C-25, 65.9 C-26 , 16.9 C-27, 36.1 C-23’, 131.8 C-1’, 129.9
C-2’,114.9 C-3’, 154.5 C-4’. HRMS (APCI) Observado Cs4Hs;0, 523.3783 (MH") calculado 523.3787.

5.4. Extension de la sintesis de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos a otras sapogeninas
esteroidales.

Para la sintesis de los 23E-bencilidenespirostanos monohidroxilados derivados de otras
sapogeninas esteroidales, se aplicé exactamente el mismo procedimiento optimizado descrito en
la seccién 5.1.2. para el acetato de tigogenina. Del mismo modo, los hidroxibenzaldehidos

acetilados se obtuvieron por el método con Ac,0 y NaHCO; descrito en la seccion 5.1.2.

5.4.1. Obtencion de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos derivados de la sarsasapogenina.

La reaccién entre el acetato de sarsasapogenina (64b) (458.7 mg, 1 mmol) y el 2-
acetoxibenzaldehido (134) (328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccién 1.5 h) generé una mezcla de
los productos 155 y 128b que se purificd por cromatografia en columna usando como soporte
silica gel (28 g). La mezcla se fijé con 2.5 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes

hexano/acetato de etilo 15/1 hasta salir el primer producto y se continué con 12/1 para obtener:

Diacetato de [23(23’)E,255]-23(23")-2’-
hidroxibenciliden-5B-espirostan-3$-ol (155).
Rendimiento: 357.1 mg (59%). P.f. 120.5-121.4 °C
(recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de *H (400 MHz,
CDCl;) 6 ppm: 7.30 = 7.17 (m, 3H, H-4', H-5' Y H-6'), 7.05
(dd, J = 7.9, 1.2 Hz, 1H, H-3"), 6.50 (s, 1H, H-23'), 5.09 -
5.06 (m, 1H, H-3), 4.51 - 4.42 (m, 1H, H-16), 4.05 (dd, J = 11.0, 3.7 Hz, 1H, H-264a), 3.31 (dt, /= 11.0,
1.8 Hz, 1H, H-26b), 2.60 (ddd, J = 13.6, 5.5, 1.8 Hz, 1H, H-24a), 2.51 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.25 (s,
3H, CH; acetilo), 2.05 (s, 3H, CH; acetilo), 1.10 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.99 (s, 3H, H-19), 0.94 (d, J

= 7.0 Hz, 3H, H-27), 0.83 (s, 3H, H-18). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 30.7 C-1, 25.0 C-2, 70.7
C-3,31.7 C-4, 37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.4 C-7, 35.3 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C- 12, 41.0
C-13, 56.3 C-14, 30.6 C-15, 80.9 C-16, 61.8 C-17, 16.7 C-18, 23.9 C-19, 38.7 C-20, 14.6 C-21, 110.9
C-22, 138.3 C-23, 31.3 C-24, 30.4 C-25, 65.0 C-26 , 17.6 C-27, 119.6 C-23’, 130.3 C-1’, 148.7 C-2/,
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122.0 C-3’, 128.1 C-4, 125.7 C-5’, 130.6 C-6/, 21.5, 20.8 CH; acetilo, 170.7, 169.0 C=0 acetilo.
HRMS (APCI) Observado CsgHs30¢ 605.3799 (MH") calculado 605.3842.

3-monoacetato de (225,255)-16:22-epoxi-22,2’-espiro-[cromeno]-5B-colestan-3[3,26-diol (128b).

Rendimiento: 85.6 mg (15%). Idéntico al descrito en la seccién 4.1.

La reaccidn entre el acetato de sarsasapogenina (64b) (458.7 mg, 1 mmol) y 3-acetoxibenzaldehido
(135) (328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccidon 1.0 h) se purificd por cromatografia en columna
usando como soporte silica gel (25 g). El crudo se fijé con 2.5 g de silica y se eluyé con mezcla de

disolventes hexano/acetato de etilo 15/1 y generd 509.2 mg (84%) de:

Diacetato de [23(23’)E,255]-23(23°)-3’-
hidroxibenciliden-5B-espirostan-3B-ol  (156). P.f.
173.5-174.9 °C (recristalizado de CH,Cl,/metanol).
RMN de 'H (400 MHz, benceno-dg) & ppm: 7.11 (t, J =
2.0 Hz, 1H, H-2’), 7.06 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-5’), 6.99 (d, J

=7.7 Hz, 1H, H-6"), 6.94 (ddd, J = 8.0, 2.4, 1.2 Hz, 1H, H-
4’),5.22 (t, J = 2.7 Hz, 1H, H-3), 4.69 (ddd, J = 8.8, 7.5, 6.5 Hz, 1H, H-16), 4.19 (dd, J = 10.9, 3.7 Hz,
1H, H-26a), 3.32 (dt, J = 10.9, 1.7 Hz, 1H, H-26b), 2.86 (ddd, J = 13.5, 5.5, 1.7 Hz, 1H, H-24a), 2.69
(p, J = 6.8 Hz, 1H, H-20), 2.44 (dd, J = 13.6, 3.7 Hz, 1H, H-24b), 2.08 — 1.96 (m, 2H, H-15a y H-17),
1.77 (s, 3H, CHs acetilo), 1.75 (s, 3H, CHs acetilo), 1.37 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.95 (d, J = 6.9 Hz,
3H, H-27), 0.89 (d, J = 1.7 Hz, 6H, H-18 y H-19). RMN de “*C (100 MHz, benceno-ds) 6 ppm: 31.2 C-
1,25.3 C-2,70.6 C-3, 31.0C-4, 37.8 C-5, 26.6 C-6, 26.8 C-7, 35.5 C-8, 40.1 C-9, 35.2 C-10, 21.2 C-11,
40.6 C- 12, 41.6 C-13, 56.5 C-14, 32.1 C-15, 81.3 C-16, 62.8 C-17, 16.8 C-18, 24.1 C-19, 39.3 C-20,
15.4 C-21,111.4 C-22, 138.4 C-23, 31.4 C-24, 31.2 C-25, 65.1 C-26 ,17.9 C-27,124.1 C-23’,139.3 C-
1’, 122.9 C-2’, 151.4 C-3’, 120.2 C-4’, 129.3 C-5, 126.7 C-6’, 21.1, 20.6 CH; acetilo, 169.7, 168.4
C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado C3gHs30¢ 605.3794 (MH") calculado 605.3842.

La reaccidn entre el acetato de sarsasapogenina (64b) (458.7 mg, 1 mmol) y 4-acetoxibenzaldehido
(136) (328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccién 1.0 h) se purificé por cromatografia en columna
usando como soporte silica gel (30 g). El crudo se fijé con 3 g de silica y se eluyé con mezcla de

disolventes hexano/acetato de etilo 15/1 y gener6 396.1 mg (66%) de:
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Diacetato de [23(23’)E,25S5]-23(23°)-4’-
hidroxibenciliden-5B-espirostan-3p-ol (157). P.f.
175.2-176.2 °C (recristalizado de CH,Cl,/metanol).
RMN de 'H (400 MHz, benceno-ds) & ppm: 7.13 —

7.09 (m, 2H, H-2" y H-6'), 7.06 — 7.01 (m, 2H, H-3' y

H-5), 6.88 (s, 1H, H-23’), 5.22 (t, J = 2.7 Hz, 1H, H-
3),4.71 (ddd, J = 8.8, 7.6, 6.6 Hz, 1H, H-16), 4.22 (dd, J = 10.9, 3.7 Hz, 1H, H-26a), 3.34 (dt, J = 10.9,
1.7 Hz, 1H, H-26b), 2.83 (ddd, J = 13.5, 5.6, 1.7 Hz, 1H, H-24a), 2.72 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.38
(dd, J=13.2, 4.3 Hz, 1H, H-24b), 2.12 - 1.96 (m, 2H, H, H-15a y H-17), 1.77 (s, 3H, CH; acetilo), 1.76
(s, 3H, CH3 acetilo), 1.39 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.97 — 0.90 (m, 6H, H-18 y H-27), 0.89 (s, 3H, H-
19). RMN de ©C (100 MHz, benceno- dg) 6 ppm: 31.2 C-1, 25.2 C-2, 70.6 C-3, 30.9 C-4, 37.7 C-5,
26.6 C-6, 26.7 C-7,35.5 C-8, 40.1 C-9, 35.2 C-10, 21.2 C-11, 40.6 C- 12, 41.2 C-13, 56.4 C-14, 32.1 C-
15, 81.3 C-16, 62.8 C-17, 16.8 C-18, 24.1 C-19, 39.3 C-20, 15.4 C-21, 111.5 C-22, 137.7 C-23, 31.4 C-
24,31.1 C-25, 65.2 C-26, 18.0 C-27, 124.1 C-23’, 135.1 C-1’, 130.5 C-2’, 121.7 C-3’, 150.1 C-4’, 21.1,
20.6 CHj; acetilo, 169.7, 168.5 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CjsHs30¢ 605.3750 (MH’)
calculado 605.3842.

5.4.2. Obtencion de los monoacetoxi-bencilidenespirostanos derivados de la hecogenina.

La reaccidn entre el acetato de hecogenina (64c) (472.7 mg, 1 mmol) y 2-acetoxibenzaldehido
(134) (328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccidén 4.5 h) generd una mezcla de los productos 158 y
159 que se purificd por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (28 g). La mezcla
se fij6 con 4 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 6/1 hasta

obtener el primer producto y se continué con 4/1 para aislar:

2% [23(23’)E,25R]-23(23’)-2'-acetoxibenciliden-3p-

acetoxi-5a-espirostan-12-ona (158). Rendimiento:

“& 194.5 mg (31%). P.f. 128.1-129.7 °C (recristalizado de
3 2

7 f e

158 7.29(m, 1H, H-5"), 7.21 (m, 2H, H-4’ and H-6'), 7.05 (m,

HsCCOO CH,Cl,/metanol). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) & ppm:

1H, H-3), 6.33 (s, 1H, H-23’), 4.68 (tt, J = 11.2, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.39 (m, 1H, H-16), 3.52 (m, 2H, H-
26), 2.64 (dd, J = 8.9, 6.8 Hz, 1H, H-17), 2.48 (dd, J = 13.7, 3.5 Hz, 1H, H-24 eq.), 2.24 (s, 3H, CH;
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acetilo), 2.02 (s, 3H, CHs acetilo), 1.18 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 1.09 (s, 3H, H-18), 0.93 (s, 3H, H-19),
0.77 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.2 C-1, 27.2 C-2, 73.1 C-3,
33.8 C-4, 44.4 C-5, 28.1 C-6, 31.5 C-7, 34.3 C-8, 55.3 C-9, 36.1 C-10, 37.7 C-11, 213.1 C- 12, 55.3 C-
13, 55.6 C-14, 31.0 C-15, 78.9 C-16, 52.9 C-17, 16.0 C-18, 11.8 C-19, 37.5 C-20, 13.5 C-21, 110.1 C-
22, 139.0 C-23, 33.5 C-24, 33.0 C-25, 66.1 C-26 , 17.1 C-27, 117.6 C-23, 130.1 C-1’, 148.7 C-2’,
122.0 C-3’, 125.8 C-4’, 128.2 C-5’, 130.5 C-6’, 21.3, 20.8 CH; acetilo, 170.5, 169.0 C=0 acetilo.
HRMS (APCI) Observado CigHs;0, 619.3638 (MH") calculado 619.3635.

3-monoacetato de (22R,25R)-16pB:22-epoxi-22,2’-espiro-
[cromeno]-12-ox0-5a-colestan-33,26-diol (159).
Rendimiento: 142.7 mg (25%). P.f. 190.5-193.7 °C
(recristalizado de acetona/hexano). '"H RMN (400 MHz,
CDCl3) & ppm: 7.13 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-7’), 7.04 (m,

1H, H-5’), 6.89 (m, 2H, H-6" and H-8’), 6.48 (s, 1H, H-4),

4.79 — 4.45 (m, 2H, H-3 and H-16), 3.62 (dd, J = 10.8, 4.4 Hz, 1H, H-26a), 3.45 (dd, J = 10.8, 4.9 Hz,
1H, H-26b), 2.95 (dd, J = 9.4, 7.8 Hz, 1H, H-17), 1.17 (s, 3H, H-18), 1.12 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.99
(d, J = 6.2 Hz, 3H, H-27), 0.92 (s, 3H, H-19). RMN de 3C (100 MHz, CDCl5) 6 ppm: 36.2 C-1, 27.2 C-2,
73.1 C-3, 33.7 C-4, 44.4 C-5, 28.1 C-6, 31.5 C-7, 34.0 C-8, 55.3 C-9, 36.1 C-10, 37.6 C-11, 212.9 C-
12, 55.4 C-13, 55.4 C-14, 31.0 C-15, 80.8 C-16, 51.5 C-17, 16.3 C-18, 11.8 C-19, 40.5 C-20, 13.4 C-
21,113.4 C-22, 130.4 C-23, 35.3 C-24, 35.6 C-25, 67.0 C-26 , 16.9 C-27, 125.1 C-4’, 126.1 C-5’, 121.1
C-6’, 128.6 C-7’, 115.6 C-8’, 151.2 C-9’, 120.7 C-10’, 21.4 CH; acetilo, 170.6 C=0 acetilo. HRMS
(APCI) Observado C3gH4904 577.3518 (MH") calculado 577.3529.

La reaccidn entre el acetato de hecogenina (64c) (472.7 mg, 1 mmol) y el 3-acetoxibenzaldehido
(135) (328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccién 21 h) generd una mezcla de los productos 160 y 161
que se purificd por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (30 g). La mezcla se
fij6 con 4 g de silica y se eluyé con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 6/1 hasta

obtener el primer producto y se continud con 2/1 para aislar:
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[23(23’)E,25R]-23(23’)-3’-acetoxibenciliden-3-

acetoxi-5a-espirostan-12-ona (160). Rendimiento:
174.3 mg (28%). P.f. 166.7-167.0 °C (recristalizado de
CH,Cl,/metanol). RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) & ppm:

160 7.33 (td, J = 7.6, 1.0 Hz, 1H, H-5"), 7.08 (dt, J = 7.6, 1.4

Hz, 1H, H6’), 6.95 (dd, J = 7.7, 1.2 Hz, 2H, H-2’ y H-4’), 6.51 (s, 1H, H-23’), 4.68 (ddd, J = 11.3, 6.4,
4.9 Hz, 1H, H-16), 4.46 — 4.29 (m, 1H, H-3), 3.62 — 3.43 (m, 2H, H-26a y H-26b), 2.81 — 2.72 (m, 1H,
H-24a), 2.66 (dd, J = 9.0, 7.0 Hz, 1H, H-17), 2.49 — 2.34 (m, 2H, H-11a y H-20), 2.29 (s, 3H, CH3
acetilo), 2.28 — 2.19 (m, 1H, H-11b), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.18 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 1.10 (s,
3H, H-18), 0.93 (s, 3H, H-19), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de **C (100 MHz, CDCls) & ppm:
36.2 C-1, 27.2 C-2, 73.1 C-3, 33.8 C-4, 44.4 C-5, 28.1 C-6, 31.5 C-7, 34.2 C-8, 55.3 C-9, 36.1 C-10,
37.7 C-11, 213.1 C- 12, 55.3 C-13, 55.5 C-14, 31.0 C-15, 78.8 C-16, 52.9 C-17, 16.1 C-18, 11.8 C-19,
37.8 C-20, 13.5 C-21, 110.3 C-22, 138.0 C-23, 32.9 C-24, 33.0 C-25, 66.0 C-26, 17.1 C-27, 122.0 C-
23, 138.5 C-1/, 122.0 C-2’, 150.5 C-3’, 119.7 C-4’, 129.0 C-5’, 126.5 C-6", 21.3, 21.1 CH; acetilo,
170.5, 169.4 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CssHs;07 619.3549 (MH") calculado 619.3635.

(22R,25R)-4’-acetoxi-indeno[9’,8':22,23]-3B-acetoxi-
26-hidroxi-5a-furostan-12-ona (161). Rendimiento:
191.6 mg (31%). P.f. 163.1-164.3°C (recristalizado de
CH,Cl,/metanol). RMN de *H (400 MHz, CDCl;) & ppm:
7.29 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-2’), 6.86 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-

5’), 6.78 (dd, J = 8.0, 2.2 Hz, 1H, H-3"), 6.36 (s, 1H, H-
7’), 4.90 (dt, J = 8.9, 6.7 Hz, 1H, H-16), 4.68 (tt, J = 11.1, 5.0 Hz, 1H, H-3), 3.61 (dd, J = 11.3, 4.2 Hz,
1H, H-26a), 3.37 (dd, J = 11.3, 4.2 Hz, 1H, H-26b), 3.05 (dd, J = 9.5, 8.3 Hz, 1H, H-17), 2.55 — 2.37
(m, 2H, H-11a y H-20), 2.28 (s, 3H, CH3 acetilo), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.27 (s, 3H, H-18), 1.03 (d,
J=6.7 Hz, 3H, H-17), 0.94 (s, 3H, H-19), 0.64 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21). RMN de **C (100 MHz, CDCl;)
8 ppm: 36.2 C-1, 27.2 C-2, 73.1 C-3, 33.7 C-4, 44.5 C-5, 28.1 C-6, 31.5 C-7, 34.1 C-8, 55.5 C-9, 36.1

C-10, 37.6 C-11, 212.8 C- 12, 55.9 C-13, 55.9 C-14, 31.8 C-15, 82.7 C-16, 53.6 C-17, 16.6 C-18, 11.8
C-19, 36.6 C-20, 13.9 C-21, 101.1 C-22, 150.7 C-23, 29.4 C-24, 36.4 C-25, 66.0 C-26 , 17.9 C-27,
128.3 C-7’, 144.4 C-1’, 124.3 C-2’, 117.1 C-3’, 150.9 C-4’, 114.2 C-5’, 141.7 C-6’, 21.4, 21.2 CH,
acetilo, 170.6, 169.3 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CsgHs;0; 619.3602 (MH") calculado
619.3635.
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La reaccién con acetato de hecogenina (64c) (472.7 mg, 1 mmol) y 4-acetoxibenzaldehido (136)
(328.3 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccidn 22 h) generd una mezcla de los productos 162, 163 y 164
gue se purificd por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (30 g). La mezcla se
fij6 con 3.2 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetona, 12/1 hasta obtener el
primer producto y se continud la columna aumentando gradualmente la polaridad desde 10/1

hasta 6/1 para obtener:

[23(23’)E,25R]-23(23’)-4’-acetoxibenciliden-3-

acetoxi-5a-espirostan-12-ona (162).
Rendimiento: 156.2 mg (25%). 183.6-184.3
(recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de 'H

(400 MHz, CDCl3) 6 ppm: 7.24 —7.17 (m, 2H, H-2’

y H-6’), 7.08 — 7.01 (m, 2H, H-3’ H-5"), 6.50 (s, 1H, H-23’), 4.68 (tt, J = 11.2, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.44 —
4.32 (m, 1H, H-16), 3.61 — 3.49 (m, 2H, H-26), 2.80 — 2.74 (m, 1H, H-24a), 2.66 (dd, J = 9.0, 7.0 Hz,
1H, H-17), 2.49 — 2.35 (m, 2H, H-11a y H-20), 2.30 (s, 2H, CH; acetilo), 2.25 (dd, J = 14.4, 5.0 Hz, 1H,
H-11b), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.19 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 1.10 (s, 3H, H-18), 0.92 (s, 3H, H-19),
0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) 6 ppm: 36.2 C-1, 27.2 C-2, 73.2 C-3,
33.8 C-4, 44.5 C-5, 28.1 C-6, 31.5 C-7, 34.2 C-8, 55.4 C-9, 36.1 C-10, 37.7 C-11, 213.2 C- 12, 55.3 C-
13, 55.6 C-14, 31.0 C-15, 78.8 C-16, 52.9 C-17, 16.1 C-18, 11.8 C-19, 37.8 C-20, 13.5 C-21, 110.5 C-
22, 137.5 C-23, 32.9 C-24, 33.0 C-25, 66.1 C-26 , 17.1 C-27, 122.1 C-23’, 134.6 C-1, 130.1 C-2/,
121.2 C-3, 149.2 C-4’, 21.4, 21.1 CH; acetilo, 170.6, 169.5 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado
C3sHs:05 619.3634 (MH") calculado 619.3635.

[23(23’)E,25R]-23(23’)-4’-hidroxibenciliden-3-

acetoxi-5a-espirostan-12-ona (163). Rendimiento:
117.7 mg (20%). P.f. 260.6-262.1 °C (recristalizado de
CH,Cl,/metanol). RMN de *H (400 MHz, CDCl;) 6 ppm:

7.13 = 7.06 (m, 2H, H-2" y H-6'), 6.83 — 6.78 (m, 2H, H-

3’y H-5'), 6.47 (s, 1H, H-23’), 5.28 (s, 1H, H-fenol), 4.68 (tt, J = 10.9, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.45 — 4.31
(m, 1H, H-16), 3.59 — 3.48 (m, 2H, H-26), 2.78 (dd, J = 13.7, 4.0 Hz, 1H, H-24a), 2.67 (dd, J=9.1, 7.1
Hz, 1H, H-17), 2.50 — 2.37 (m, 2H, H-11a y H-20), 2.25 (dd, J = 14.4, 5.0 Hz, 1H, H-11b), 2.02 (s, 3H,
CH; acetilo), 1.18 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 1.10 (s, 3H, H-18), 0.92 (s, 3H, H-19), 0.79 (d, J = 6.6 Hz,
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3H, H-27). RMN de *C (100 MHz, CDCl5) & ppm: 36.2 C-1, 27.2 C-2, 73.2 C-3, 33.8 C-4, 44.4 C-5,
28.1 C-6, 31.5 C-7, 34.2 C-8, 55.3 C-9, 36.1 C-10, 37.7 C-11, 213.5 C- 12, 55.4 C-13, 55.6 C-14, 31.0
C-15, 78.8 C-16, 52.9 C-17, 16.2 C-18, 11.9 C-19, 37.8 C-20, 13.6 C-21, 110.8 C-22, 135.8 C-23, 32.9
C-24, 32.9 C-25, 66.1 C-26 , 17.2 C-27, 122.6 C-23’, 129.4 C-1’, 130.4 C-2’, 115.0 C-3’, 154.5 C-4,
21.4 CH; acetilo, 170.7 C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado CsgHs;0, 577.3530 (MH") calculado
577.3529.

OOCCH; Triacetato de (25R,23E)-23(23’)-benciliden-5a-
furost-20(22)-en-3f3,26,4’-triol (164).
Rendimiento: 54.9 mg, (8%) Aceite. RMN de 'H

(400 MHz, CDCl5) & ppm: 7.26 (d, J = 8.2 Hz, 2H,

3‘

164 23’), 4.78 (ddd, J = 10.5, 7.6, 5.5 Hz, 1H, H-16),

H3CCOO 7 H-2’), 7.05 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3’), 6.66 (s, 1H, H-
3

4.68 (dq, J = 11.0, 5.4, 4.8 Hz, 1H, H-3), 3.85 (dd, J = 5.9, 1.7 Hz, 2H, H-26), 3.39 (d, J = 10.4 Hz, 1H,
H-17), 2.60 —2.41 (m, 2H, H-11a y H-24a), 2.30 (s, 3H, CH; acetilo), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.96 (s,
2H, CHs acetilo), 1.81 (s, 3H, H-21), 1.02 (s, 3H, H-18), 0.93 (s, 3H, H-19), 0.86 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-
27). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.3 C-1, 27.2 C-2, 73.2 C-3, 33.7 C-4, 44.4 C-5, 28.1 C-6,
31.6 C-7,34.1 C-8, 55.4 C-9, 36.1 C-10, 37.9 C-11, 213.3 C-12, 57.9 C-13, 54.4 C-14, 33.6 C-15, 82.4
C-16, 56.7 C-17, 14.1 C-18, 11.8 C-19, 107.3 C-20, 12.7 C-21, 132.1 C-22, 152.3 C-23, 31.8 C-24,
31.7 C-25, 68.6 C-26, 16.8 C-27, 131.1 C-23’,134.7 C-1’, 129.9 C-2’,121.3 C-3’, 149.3 C-4’,21.4 21.1
20.8 CH; acetilo, 170.7 171.1 169.4 C=0 acetilo.

5.5. Sintesis de los dimeros hibridos sapogenina-estradiol.

5.5.1. Obtencion de los productos de la condensacion aldélica entre sapogeninas esteroidales y

el 2-formilestradiol.

Acetilacion del 2-formilestradiol. A una disolucién de 2-formilestradiol (314.4 mg, 1 mmol) en
acetato de etilo (12 mL, secado con Na,SO, anh.), se le agregaron Ac,0 (1.51 mL, 16 mmol) y
NaHCO; (340 mg, 4 mmol) y se agitd a reflujo (6 horas, CCD hexano/acetato de etilo, 10/1). Una
vez consumida por completo la materia prima, se agregd 1 mL de EtOH, la mezcla se enfrid, se

agregaron 10 mL de agua y se agitd. La mezcla se diluyd con acetato de etilo (60 mL), se lavé con
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agua (5 x 25 mL) y disolucién saturada de NaCl (1 x 25 mL) se secd (Na,SO, anh.) y se evapord para

generar 389.3 mg (101%) de:

Diacetato de 2-formilestradiol (168): P.f. 105.1 — 105.7 °C
(recristalizado de metanol). RMN de ‘H (400 MHz, CDCl;) & ppm:
10.00 (s, 1H, CHO), 7.76 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-1), 6.86 (d, J = 1.0 Hz,
1H, H-4), 4.69 (dd, J = 9.2, 7.8 Hz, 1H, H-17), 2.91 (m, 2H, H-6), 2.36

(s, 3H, CHj3 acetilo), 2.32 — 2.13 (m, 2H, H-16a y H-9), 2.06 (s, 3H,
CHj; acetilo), 1.98 — 1.87 (m, 2H, H-12a y H-7a), 1.75 (dddd, J = 12.2, 9.7, 6.8, 3.1 Hz, 1H, H-15a),
0.83 (m, 3H, H-18). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 128.8 C-1, 125.5 C-2, 149.0 C-3, 123.3 C-4,
145.8 C-5, 29.8 C-6, 26.6 C-7, 37.9 C-8, 43.7 C-9, 138.9 C-10, 25.9 C-11, 36.6 C-12, 42.8 C-13, 49.7
C-14, 23.2 C-15, 27.5 C-16, 82.5 C-17, 188.8 C=0 aldehido, 20.8, 21.1 CH; acetilo, 169.6, 171.1 C=0

acetilo.

Procedimiento general para la sintesis de los dimeros hibridos sapogenina-estradiol. A una
disolucién de sapogenina esteroidal acetilada (0.5 mmol) y diacetato de 2-formilestradiol (384.5
mg, 1 mmol) en CH,Cl, (15 mL), se le agregd BF;¢Et,0 (6 mL) y la mezcla de reaccidon se agito a
temperatura ambiente durante 6 horas (CCD hexano/acetato de etilo, 8/1 x 2 6 hexano/acetato de
etilo, 4/1 x 2 para el derivado de la hecogenina). Al concluir la reaccidn, la mezcla se vertié sobre
hielo, se agitd hasta que el hielo se fundio y se diluyd con acetato de etilo (50 mL). La fase organica
se lavd con agua (8 x 25 mL), disolucién saturada de NaCl (1 x 25 mL), se secé (Na,SO, anh.) y se
evaporé a sequedad. El aceite obtenido se purificé por cromotografia en columna para obtener los

dimeros deseados.

La reaccién entre el acetato de tigogenina (64a) y el diacetato de 2-formilestradiol (168) generd
una mezcla de los compuestos 169a y 170a que se purific6 por cromatografia en columna
empacada con silica gel (25 g). El crudo se fijé en 2.5 g de silica, se eluyé con mezcla de disolventes

hexano/acetato de etilo, 15/1 y se aumentd gradual y lentamente hasta 8/1 para obtener:
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2 o 2 . ooccH;| Dimero 169a (tipo-bencilideno):
16 Rendimiento: 161 mg (39%). P.f. 171.2 —

172.1 °C (sdlido amorfo recristalizado de

Hecoo” NP 7 - ° hexano/éter etilico). RMN de ‘H (400

169a MHz, CDCl;) & ppm: 7.11 (s, 1H, H-1'), 6.75

(s, 1H, H-4’), 6.30 (s, 1H, H-28), 4.67 (m, 2H, H-3 and H-17’), 4.42 (dt, J=9.0, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.53
(m, 2H, H-26), 2.91 — 2.80 (m, 2H, H-6’), 2.56 (p, J=6.6 Hz, 1H, H-20), 2.49 (ddd, J=13.4, 4.5, 1.5 Hz,
1H, H-24 eq.), 2.22 (s, 3H, CH; acetilo), 2.05 (s, 3H, CH; acetilo), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo) 1.06 (d,
J=6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.83 (s, 3H, H-18’), 0.80 (s, 3H, H-18), 0.77 (d, J=6.5 Hz, 3H,
H-27). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) & ppm: Fragmento de sapogenina 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3,
34.0C-4,44.6 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7, 35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C-12, 40.8 C-13,
56.1 C-14, 31.6 C-15, 80.5 C-16, 61.6 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-19, 36.9 C-20, 14.7 C-21, 110.2 C-22,
138.6 C-23, 33.5 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-26 , 17.1 C-27, 117.8 C-28. Fragmento de estradiol 127.6
C-1’,137.7 C-2’, 146.4 C-3’, 121.8 C-4’, 137.0 C-5’, 29.2 C-6’, 27.0 C-7’, 38.2 C-8, 44.0 C-9’, 127.1 C-
10, 26.0 C-11’, 36.8 C-12’, 42.9 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2 C-15’, 27.5 C-16’, 82.6 C-17’, 12.0 C-18,
21.4, 20.9, 21.2 CHj3 acetilo, 170.7, 169.4, 171.2 C=0 acetilo. HRMS (ESI) Observado 825.5304
Cs,H,305 (MH") calculado 825.5305.

Dimero 170a (tipo-espirocromeno):
Rendimiento: 32 mg (8%). P.f. 185.9 — 187.6
°C (sdlido amorfo recristalizado de
CH,Cl,/metanol). RMN de ‘H (400 MHz,
CDCls) 6 ppm: 6.93 (s, 1H, H-1’), 6.60 (s, 1H,
H-4"), 6.43 (s, 1H, H-28), 4.77 — 4.59 (m, 3H,
H-3, H-16 and H-17') 3.62 (dd, J=11.0, 4.6

Hz, 1H, H-26a), 3.43 (dd, J=11.0, 4.9 Hz, 1H, H-26b), 2.80 (dd, J=8.6, 4.2 Hz, 2H, H-6'), 2.52 (p, /=6.9
Hz, 1H, H-20), 2.33 (dd, J=14.1, 7.2 Hz, 1H, H-24), 2.05 (s, 3H, CH; acetilo), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo),
1.01 (d, J=6.8 Hz, 3H H-21), 0.98 (d, J=6.5 Hz, 3H, H-27), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.80
(s, 3H, H-18'). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) & ppm: Fragmento de sapogenina 36.7 C-1, 27.4 C-2,
73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.2 C-7, 35.8 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12,
41.1 C-13, 56.0 C-14, 31.6 C-15, 82.4 C-16, 60.6 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-19, 40.1 C-20, 14.7 C-21,
113.5 C-22, 130.0 C-23, 35.1 C-24, 34.8 C-25, 66.9 C-26, 17.1 C-27, 125.7 C-28 Fragmento de
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estradiol 122.9 C-1/, 118.5 C-2', 149.2 C-3', 115.3 C-4', 132.8 C-5', 29.6 C-6, 26.3 C-7, 38.4 C-8,
43.7 C-9', 137.4 C-10’, 27.2 C-11/, 36.9 C-12’, 42.9 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2 C-15', 27.5 C-16/, 82.7 C-
17, 12.0 C-18’, 21.4, 21.2 CH; acetilo, 170.7, 171.2 C=0 acetilo. HRMS (ESI) Observado 783.5197
CsoH510, (MH") calculado 783.5200.

La reaccion entre el acetato de sarsasapogenina (64b) y el diacetato de 2-formilestradiol (168)
generd una mezcla de los compuestos 169b y 170b que se purificé por cromatografia en columna
empacada con silica gel (30 g). El crudo se fijé en 2.5 g de silica, se eluyé con mezcla de disolventes
hexano/acetato de etilo, 15/1 y al salir el primer dimero se cambié el mezcla de disolventes a

hexano/acetona, 5/1 para obtener:

Dimero 169b (tipo-bencilideno):
Rendimiento: 255.6 mg (62%). P.f. 163.8 —
166.6 °C (sdlido amorfo recristalizado de

acetona/metanol). RMN de 'H (400 MHz,

CDCl;) & ppm: 7.11 (s, 1H, H-1'), 6.74 (s,

1H, H-4’), 6.45 (s, 1H, H-28), 5.07 (m, 1H,
H-3), 4.68 (dd, J = 9.2, 7.6 Hz, 1H, H-17), 4.45 (dt, J = 9.0, 7.0 Hz, 1H, H-16), 4.05 (dd, J = 10.9, 3.6
Hz, 1H, H-26ax.), 3.30 (dt, J = 11.0, 1.7 Hz, 1H, H-26eq.), 2.84 (m, 2H, H-6), 2.59 (ddd, J = 13.7, 5.3,
1.9 Hz, 1H, H-24eq.), 2.50 (dqg, J = 6.7 Hz, 1H, H-20), 2.22 (s, 3H, CH; acetilo), 2.05 (s, 3H, CH;
acetilo), 2.04 (s, 3H, CH; acetilo), 1.08 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-21), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.94 (d, / = 7.2
Hz, 3H, H-27), 0.81 (s, 3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-18'). RMN de “C (100 MHz, CDCl;) & ppm:
Fragmento de sapogenina 30.6 C-1, 25.0 C-2, 70.7 C-3, 31.6 C-4, 37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.4 C-7,35.3
C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C-12, 41.0 C-13, 56.3 C-14, 30.7 C-15, 80.9 C-16, 61.8 C-17,
16.6 C-18, 23.8 C-19, 38.6 C-20, 14.6 C-21, 111.0 C-22, 137.5 C-23, 31.3 C-24, 30.3 C-25, 65.0 C-26,
17.6 C-27, 119.9 C-28. Fragmento de estradiol 127.5 C-1’, 137.6 C-2’, 146.4 C-3’, 121.7 C-4’, 136.9
C-5’,29.2 C-6,27.0 C-7’,38.2 C-8', 44.0 C-9, 127.1 C-10, 26.1 C-11’, 36.8 C-12’, 42.8 C-13, 49.8 C-
14’,23.2 C-15, 27.5 C-16’, 82.6 C-17’, 12.1 C-18’, 21.5, 20.8, 21.2 CHj; acetilo, 170.7, 169.3, 171.2
C=0 acetilo. HRMS (IE) Observado 824.5240 Cs,H,,05 (M") calculado 824.5227.
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Dimero 170b (tipo-espirocromeno):
Rendimiento: 35.4 mg (9%). P.f. 231.7 —
233.4 °C (solido amorfo recristalizado de
CH,Cl,/metanol). RMN de 'H (400 MHz,
CDCl5) 6 ppm: 6.97 (s, 1H, H-1'), 6.63 (s, 1H,
H-4'), 6.45 (s, 1H, H-28), 5.07 (m, 1H, H-3),
4.66 (m, 2H, H-16, H-17’), 3.57 (dd, J=10.6,
5.9 Hz, 1H, H-26a), 3.51 (dd, J=10.7, 5.0 Hz,
1H, H-26b), 2.81 (m, 2H, H-6'), 2.54 (p, J=7.0 Hz, 1H, H-20), 2.17 (s, 3H, CH; acetilo), 2.05 (s, 6H, 2 x

CH3 acetilo), 1.05 (d, J=6.8 Hz, 3H, H-21), 0.97 (d, J/=6.8 Hz, 3H, H-27), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.88 (s, 3H,
H-18), 0.80 (s, 3H, H-18'). RMN de “3C (100 MHz, CDCl,) & ppm: Fragmento de sapogenina 30.6 C-1,
25.0 C-2, 70.7 C-3, 31.6 C-4, 37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.3 C-7, 35.2 C-8, 40.0 C- 9, 35.0 C-10, 20.9 C-11,
40.4 C- 12, 41.1 C-13, 56.2 C-14, 30.7 C-15, 82.8 C-16, 60.9 C-17, 16.6 C-18, 23.8 C-19, 39.3 C-20,
14.7 C-21, 112.7 C-22, 1299 C-23, 37.3 C-24, 35.0 C-25, 67.6 C-26, 17.6 C-27, 126.2 C-
28,Fragmento de estradiol 123.1 C-1’, 118.9 C-2, 149.1 C-3', 115.6 C-4’, 133.0 C-5', 29.7 C-6', 27.2
C-7',38.5 C-8',43.7 C-9', 137.4 C-10', 26.5 C-11', 36.9 C-12', 42.9 C-13', 49.8 C-14', 23.3 C- 15/, 27.6
C-16',82.3 C-17', 12.0 C-18', 21.2, 21.5 CHj; acetilo, 170.8, 171.3 C=0 acetilo. HRMS (IE) Observado
782.5127 CsoH700, (MH*) calculado 782.5122.

La reaccion entre el acetato de hecogenina (64c) y el diacetato de 2-formilestradiol (168) generd
una mezcla de los compuestos 169c y 170c que se purificd por cromatografia en columna
empacada con silica gel (35 g). El crudo se fijé en 2.5 g de silica, se eluyé con mezcla de disolventes

hexano/acetato de etilo, 15/1 y se aumentd gradual y lentamente hasta 3/1 para obtener:

Dimero 169c (tipo-bencilideno):
Rendimiento: 203.4 mg (49%). P.f. 163.8 —
166.6 °C (sdlido amorfo recristalizado de

CH,Cl,/hexano). RMN de 'H (400 MHz,

169¢ CDCl3) & ppm: 7.10 (s, 1H, H-1’), 6.75 (s,

1H, H-4’), 6.28 (s, 1H, H-28), 4.68 (m, 2H, H-3 and H-17’), 4.37 (m, 1H, H-16), 3.52 (d, J=8.6 Hz, 2H,
H-26), 2.85 (dd, J=10.6, 5.8 Hz, 2H, H-6’), 2.63 (dd, J=8.9, 6.8 Hz, 1H, H-17), 2.52 (dd, J=13.3, 4.3 Hz,
1H, H-24eq.), 2.44 (m, 1H, H-20), 2.22 (s, 3H, CH; acetilo), 2.05 (s, 3H, CH; acetilo), 2.02 (s, 3H, CH;
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acetilo), 1.17 (d, J=6.9 Hz, 3H, H-21), 1.08 (s, 3H, H-18), 0.92 (s, 3H, H-19), 0.83 (s, 3H, H-18’), 0.77
(d, J=6.5 Hz, 3H, H-27). RMN de "C (100 MHz, CDCl;) § ppm: Fragmento de sapogenina 36.3 C-1,
27.2 C-2, 73.2 C-3, 33.8 C-4, 44.5 C-5, 28.1 C-6, 31.5 C-7, 34.3 C-8, 55.3 C-9, 36.1 C-10, 37.7 C-11,
213.2 C-12, 55.3 C-13, 55.6 C-14, 31.0 C-15, 78.9 C-16, 53.0 C-17, 16.1 C-18, 11.9 C-19, 37.5 C-20,
13.5 C-21, 110.2 C-22, 138.4 C-23, 33.6 C-24, 33.0 C-25, 66.2 C-26 , 17.2 C-27, 118.0 C-28.
Fragmento de estradiol 127.6 C-1’, 137.7 C-2’, 146.4 C-3’, 121.8 C-4’, 137.1 C-5’, 29.3 C-6’, 27.0 C-
7’,38.2 C-8, 44.0 C-9’, 126.9 C-10’, 26.0 C-11’, 36.8 C-12’, 42.9 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2 C-15’, 27.5
C-16’, 82.6 C-17’, 12.0 C-18’, 21.4, 20.8, 21.2 CH; acetilo, 170.6, 169.4, 171.2 C=0 acetilo. HRMS
(APCI) Observado 839.5090 Cs,H;;,04 (MH") calculado 839.5098.

OH 18 ooccH,| Dimero 170c (tipo-espirocromeno):
Rendimiento: 12.7 mg (3%). P.f. 173.9 —
175.2 °C (sdlido amorfo recristalizado de
CH,Cl,/metanol). RMN de 'H (400 MHz,
CDCl5) & ppm: 6.94 (s, 1H, H-1’), 6.61 (s, 1H,

H-4), 6.44 (s, 1H, H-28), 4.74 — 4.57 (m, 3H,

H-16, H-17" y H-3), 3.61 (dd, J = 10.9, 4.5 Hz,
1H, H-26a), 3.43 (dd, J = 10.9, 5.0 Hz, 1H, H-26b), 2.92 (dd, J = 9.4, 7.8 Hz, 1H, H-17), 2.80 (dd, J =
8.9, 4.4 Hz, 2H, H-6’), 2.05 (s, 3H, CH; acetilo), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo), 1.16 (s, 3H, H-18), 1.10 (d, J
= 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.97 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27), 0.91 (s, 3H, H-19), 0.80 (s, 3H, H-18’). RMN de **C
(100 MHz, CDCl3) 6 ppm: Fragmento de sapogenina 36.2 C-1, 27.2 C-2, 73.2 C-3, 33.7 C-4, 44.5 C-5,
28.1 C-6, 31.5 C-7, 34.0 C-8, 55.4 C-9, 36.1 C-10, 37.6 C-11, 213.0 C-12, 55.4 C-13, 55.3 C-14, 31.0
C-15, 80.7 C-16, 51.6 C-17, 16.4 C-18, 11.8 C-19, 40.3 C-20, 13.4 C-21, 113.4 C-22, 129.5 C-23, 35.3
C-24, 35.6 C-25, 67.0 C-26, 17.0 C-27, 126.0 C-28. Fragmento de estradiol 122.9 C-1’, 118.4 C-2’,
149.0 C-3’, 115.4 C-4’, 133.0 C-5', 29.6 C-6’, 26.2 C-7’, 38.4 C-8’, 43.7 C-9’, 137.5 C-10’, 29.7 C-11/,
36.9 C-12’, 42.9 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2 C-1%’, 27.5 C-16’, 82.8 C-17’, 12.0 C-18’, 21.4, 21.2, CH;
acetilo, 170.6, 171.2 C=0 acetilo. HRMS (APCl) Observado 797.4996 CsoHeOs (MH®) calculado
797.4992.

La reaccidén entre el acetato de diosgenina (64d) y el diacetato de 2-formilestradiol (168) generd

una mezcla de los compuestos 169d y 170d que se purificd por cromatografia en columna
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empacada con silica gel (30 g). El crudo se fijé en 2.5 g de silica, se eluyé con mezcla de disolventes

hexano/acetato de etilo, 15/1 y se aumentd gradual y lentamente hasta 6/1 para obtener:

Dimero 169d (tipo-bencilideno):
Rendimiento: 145.3 mg (35%). P.f. 169.1-
170.3 °C (sdlido amorfo recristalizado de

CH,Cl,/metanol). RMN de 'H (400 MHz,

169d CDCl;) 6 ppm: 7.11 (s, 1H, H-1’), 6.76 (s,

1H. H-4’), 6.31 (s, 1H, H-28), 5.38 (d, J=5.0 Hz, 1H, H-6), 4.69 (dd, J=9.1, 7.8 Hz, 1H, H-17’), 4.60 (m,
1H, H-3), 4.44 (dt, J=8.7, 7.0 Hz, 1H, H-16), 3.52 (m, 2H, H-26), 2.85 (m, 2H, H-6), 2.57 (p, J=6.8 Hz,
1H, H-20), 2.50 (ddd, J=13.4, 4.4, 1.5 Hz, 1H, H-24eq.), 2.22 (s, 3H, CH3 acetilo), 2.05 (s, 3H, CH;
acetilo), 2.03 (s, 3H, CH; acetilo), 1.08 (d, /=6.9 Hz, 3H, H-21), 1.04 (s, 3H, H-19), 0.83 (s, 6H, H-18 y
H-18’), 0.77 (d, J=6.6 Hz, 3H, H-27). RMN de “C (100 MHz, CDCl;) & ppm: Fragmento de
sapogenina 36.8 C-1, 27.7 C-2, 73.9 C-3, 38.1 C-4, 139.7 C-5, 122.3 C-6, 32.0 C-7, 31.3 C-8, 49.9 C-9,
36.7 C-10, 20.8 C-11, 39.8 C-12, 40.5 C-13, 56.4 C-14, 31.7 C-15, 80.5 C-16, 61.5 C-17, 16.4 C-18,
19.3 C-19, 36.9 C-20, 14.8 C-21, 110.2 C-22, 138.6 C-23, 33.5 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-26 , 17.2 C-27,
117.8 C-28. Fragmento de estradiol 127.6 C-1’, 137.7 C-2’, 146.4 C-3’, 121.8 C-4’, 137.0 C-5, 29.2
C-6’,27.0 C-7’,38.1 C-8', 44.0 C-9’, 127.0 C-10’, 26.0 C-11’, 36.9 C-12’, 42.8 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2
C-15’, 27.5 C-16’, 82.6 C-17’, 12.0 C-18’, 21.4, 20.9, 21.2 CH; acetilo, 170.6, 169.5, 171.2 C=0
acetilo. HRMS (APCI) Observado 823.5176 Cs,H;,05 (MH") calculado 823.5148.

Dimero 170d (tipo-espirocromeno):
Rendimiento: 17.8 mg (5%). P.f. 151.7 —
153.0 °C (sdlido amorfo recristalizado de
CH,Cl/metanol). RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) & ppm: 6.94 (s, 1H, H-1’), 6.62 — 6.60
(m, 1H, H-4’), 6.44 (s, 1H, H-28), 5.35 (d, J =
5.1 Hz, 1H, H-6), 4.76 — 4.63 (m, 2H, H-16 y

H-17’), 4.64 — 4.52 (m, 1H, H-3), 3.62 (dd, J = 11.0, 4.7 Hz, 1H, H-26a), 3.44 (dd, J = 11.0, 5.0 Hz, 1H,
H-26b), 2.81 (dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 2H, H-6"), 2.52 (g, J = 7.1 Hz, 1H, H-20), 2.05 (s, 3H, CH; acetilo),
2.03 (s, 3H, CHs acetilo), 1.03 (d, J = 6.5 Hz, 7H, H-21), 0.99 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.91 (s, 3H, H-
18), 0.80 (s, 3H, H-18’). RMN de **C (100 MHz, CDCl5) 6 ppm: Fragmento de sapogenina 36.9 C-1,
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27.7 C-2,73.8 C-3, 38.0 C-4, 139.6 C-5, 122.2 C-6, 32.0 C-7, 31.1 C-8, 49.9 C-9, 36.7 C-10, 20.8 C-11,
39.8 C-12, 40.7 C-13, 56.2 C-14, 31.6 C-15, 82.3 C-16, 60.4 C-17, 16.5 C-18, 19.2 C-19, 40.0 C-20,
14.7 C-21, 113.5 C-22, 129.9 C-23, 35.1 C-24, 35.8 C-25, 66.9 C-26 , 17.1 C-27, 125.7 C-28.
Fragmento de estradiol 122.9 C-1’, 118.4 C-2’, 149.1 C-3’, 115.3 C-4’, 132.8 C-5’, 29.6 C-6/, 26.2 C-
7’,38.4 C-8', 43.7 C-9, 137.4 C-10, 27.2 C-11’, 36.8 C-12’, 42.8 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2 C-15’, 27.5
C-16’, 82.7 C-17’, 12.0 C-18’, 21.4, 21.2, CH; acetilo, 170.6, 171.3 C=0 acetilo. HRMS (APCI)
Observado 781.4985 CsoHgoO (MH?) calculado 781.5043.

5.5.2. Saponificacion de los dimeros hibridos tipo-bencilidenespirostano.

Procedimiento general para la saponificacion de los dimeros hibridos sapogenina-estradiol. A una
disolucién de dimero hibrido (0.129 mmol) en CH,Cl, (9 mL) y metanol (1 mL), se le agregd
metodxido de sodio (104.5 mg, 1.935 mmol, 5 eq. 0 156.8 mg, 2.903 mmol, 7.5 eq. para el derivado
de la serie 25S) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente hasta que la materia prima se
consumié por completo (CCD, hexano/acetato de etilo, 1/1). Se evaporaron los disolventes
volatiles y el sélido obtenido se filtré y se lavd con agua para generar los dimeros hibridos

desacetilados puros.

La reaccidon con el dimero 169a, derivado de la
tigogenina, generé 50.2 mg (56%) de: Dimero
171a. P.f. 1955 — 196.3 °C (Sdlido amorfo

recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de 'H

4'§_|6

171a (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9.04 (s, 1H OH-

arom.), 6.87 (s, 1H, H-1), 6.50 (s, 1H, H-4’), 6.44 (s, 1H, H-23), 4.47 (d, J=4.7 Hz, 1H, 17-0OH), 4.41 (d,
J=4.6 Hz, 1H, 3-OH), 4.30 (g, J=7.4 Hz, 1H H-16), 3.50 m, 2H, H-17 and H-26 eq.), 3.40 (m, 1H, H-
26a), 2.69 (m, 2H, H-6"), 2.54 (m, 1H, H-20), 1.02 (d, J=6.7 Hz, 3H, H-21), 0.74 (m, 9H, H-19, H-18
and H-27), 0.66 (s, 3H, H-18’). RMN de **C (100 MHz, DMSO- dy) & ppm: Fragmento de sapogenina
38.6 C-1, 31.4 C-2, 69.3 C-3, 38.2 C-4, 44.4 C-5, 28.3 C-6, 31.9 C-7, 34.6 C-8, 53.8 C-9, 35.2 C-10,
20.7 C-11, 39.7 C-12, 40.2 C-13, 55.6 C-14, 31.2 C-15, 79.7 C-16, 61.3 C-17, 16.3 C-18, 12.1 C-19,
36.7 C-20, 15.0 C-21, 110.1 C-22, 134.7 C-23, 33.1 C-24, 32.8 C-25, 65.2 C-26, 17.2 C-27, 118.8 C-
28. Fragmento de estradiol 126.7 C-1’, 120.6 C-2’, 152.9 C-3’, 115.0 C-4’, 136.2 C-5’, 28.9 C-6’, 27.0
C-7’,38.6 C-8’, 43.5 C-9, 130.0 C-10’, 26.1 C-11’, 26.6 C-12, 42.8 C-13’, 49.6 C-14’, 22.8 C-15’, 29.9
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C-16’, 80.0 C-17, 11.3 C-18. HRMS (APCl) Observado 699.4996 C,HesOs (MH') calculado
699.4988.

La reaccién con el dimero 169b, derivado de la
sarsasapogenina, generé 70.5 mg (78%) de:
Dimero 171b. P.f. 181.1 — 183.8 (Sdlido amorfo
recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de ‘H

(400 MHz, CDCl;) & ppm: 6.94 (s, 1H, H-1’), 6.62

(s, 1H, H-4’), 6.55 (s, 1H, H-28), 4.47 (dt, J=8.9,
7.0 Hz, 1H, H-16), 4.11 (t, J=2.8 Hz, 1H, H-3), 4.01 (dd, J=11.1, 4.2 Hz, 1H, H-26a), 3.72 (t, J=8.5 Hz,
1H, H-17’), 3.32 (ddd, J=10.9, 10.9, 1.8 Hz, 1H, H-26b), 2.82 (dd, J=7.5, 3.3 Hz, 2H, H-6’), 2.60 (ddd,
J=13.6, 5.7, 1.5 Hz, 1H, H-24a), 2.50 (m, 1H, H-20), 1.11 (d, /=6.9 Hz, 3H, H-21), 0.98 (s, 3H, H-19),
0.96 (d, J=6.9 Hz, 3H), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.78 (s, 3H, H-18’) RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm:
Fragmento de sapogenina 29.9 C-1, 27.7 C-2, 67.1 C-3, 33.5 C-4, 36.5 C-5, 26.5 C-6, 26.6 C-7, 35.2
C-8,39.8 C-9, 35.3 C-10, 20.9 C-11, 40.4 C-12, 41.0 C-13, 56.4 C-14, 31.5 C-15, 81.3 C-16, 61.7 C-17,
16.6 C-18, 23.9 C-19, 39.9 C-20, 14.7 C-21, 111.3 C-22, 139.4 C-23, 31.4 C-24, 30.1 C-25, 65.0 C-26,
18.1 C-27, 120.1 C-28. Fragmento de estradiol 126.7 C-1’, 120.5 C-2’, 151.0 C-3’, 115.4 C-4’, 137.4
C-5’,29.4 C-6’,30.5 C-7’,38.8 C-8’, 43.9 C-9’, 131.9 C-10’, 26.3 C-11’, 36.7 C-12’, 43.2 C-13’, 50.0 C-
14’, 23.1 C-15’, 27.2 C-16’, 81.9 C-17’, 11.1 C-18’. HRMS (APCI) Observado 699.4967 C;sHecOs
(MH") calculado 699.4988.

2 o 5 OH La reaccion con el dimero 169c, derivado de la
w | hecogenina, generd 61.7 mg (67%) de: Dimero

171c. P.f. 234.8 — 236.1 °C (Sdlido amorfo

recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de 'H

4|§_|6

171c (400 MHz, CDCl3/CD;0D) 6 ppm: 6.88 (s, 1H H-

1’), 6.52 (s, 1H, H-4’), 6.40 (d, J=1.9 Hz, 1H, H-28), 4.32 (td, J=9.4, 8.3, 5.3 Hz, 1H, H-16), 3.62 (t,
J=8.5 Hz, 1H, H-15), 3.49 (m Hz, 2H, H-3 and H-26b), 3.43 (t, J=11.1 Hz, 1H, H-26a), 2.74 (m, 2H, H-
6'), 2.62 (dd, J=9.1, 7.3 Hz, 1H, H-17), 1.12 (d, J=6.7 Hz, 3H, H-21), 1.04 (s, 3H, H-16), 0.84 (s, 3H, H-
19), 0.71 (m, 6H, H-17 and H-18’). RMN de **C (400 MHz, CDCl5/CD;0D) & ppm: Fragmento de
sapogenina 36.5 C-1, 31.4 C-2, 70.4 C-3, 37.3 C-4, 44.5 C-5, 28.1 C-6, 29.9 C-7, 34.1 C-8, 55.5 C-9,
36.0 C-10, 37.7 C-11, 214.0 C-12, 55.2 C-13, 55.5 C-14, 30.7 C-15, 78.9 C-16, 52.5 C-17, 16.0 C-18,
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11.7 C-19, 37.9 C-20, 13.2 C-21, 110.8 C-22, 137.2 C-23, 33.1 C-24, 32.3 C-25, 66.1 C-26 , 17.0 C-27,
119.6 C-28. Fragmento de estradiol 126.8 C-1’, 120.4 C-2’, 151.4 C-3’, 115.6 C-4’, 137.3 C-5’, 29.2
C-6’,30.7 C-7’, 38.7 C-8’, 43.8 C-9’, 131.5 C-10’, 26.2 C-11’, 36.3 C-12’, 43.1 C-13, 49.9 C-14’, 22.9
C-15’, 27.1 C-16’, 81.4 C-17’, 10.9 C-18'. HRMS (APCI) Observado 713.4787 CaHeO¢ calculado
(MH") 713.4781.

La reaccidon con el dimero 169d, derivado de la
diosgenina, generd 77.4 mg (86.1%) de: Dimero
171d. P.f. 230.7 — 232.0 °C (Sdlido amorfo
recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de 'H

(400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9.03 (s, 1H OH-

arom.), 6.87 (s, 1H H-1’), 6.50 (s, 1H, H-4’), 6.45 (s, 1H, H-28), 5.26 (d, J=4.9 Hz, 1H, h-5), 4.59 (d,
J=4.5 Hz, 1H, 17-OH), 4.47 (d, J=4.7 Hz, 1H, 3-OH), 4.32 (g, J=7.4 Hz, 1H, H-16), 3.50 (m, 2H, H-17
and H-26a), 3.40 (dd, J=11.2, 11.2 Hz, 1H), 3.25 (td, J=10.7, 5.8 Hz, 1H, H-3), 2.67 (m, 2H, H-6"),
2.55 (p, J=6.8 Hz, 1H, H-20), 1.03 (d, J=6.7 Hz, 3H, H-21), 0.95 (s, 3H, H-19), 0.78 (s, 3H, H-18), 0.74
(d, J=6.5 Hz, 3H, H-27), 0.66 (s, 3H, H-18’). RMN de "C (400 MHz, DMSO- ds) § ppm: Fragmento de
sapogenina 36.9 C-1,31.4 C-2,70.0C-3,42.2 C-4,141.3 C-5,120.2 C-6, 31.5 C-7,30.9 C-8, 49.6 C-9,
36.2 C-10, 20.5 C-11, 39.4 C-12, 40.0 C-13, 55.7 C-14, 31.3 C-15, 79.7 C-16, 61.2 C-17, 16.1 C-18,
19.2 C-19, 36.7 C-20, 15.0 C-21, 110.1 C-22, 134.7 C-23, 33.1 C-24, 32.8 C-25, 65.3 C-26, 17.2 C-27,
118.8 C-28. Fragmento de estradiol 126.7 C-1’, 120.6 C-2’, 152.9 C-3’, 115.0 C-4’, 136.2 C-5, 28.9
C-6’,27.0 C-7’, 38.6 C-8’, 43.5 C-9’, 130.0 C-10’, 26.1 C-11’, 36.6 C-12’, 42.8 C-13’, 49.6 C-14’, 22.8
C-15’, 29.9 C-16’, 80.0 C-17’, 11.3 C-18'. HRMS (APCl) Observado 697.4828 C,sHe,05 calculado
(MH") 697.4832.
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Capitulo 6. Sintesis de los bencilidenespirostanos dihidroxilados derivados de la tigogenina.

En la busqueda por obtener nuevos derivados esteroidales con potencial actividad como
antioxidantes, se decidié llevar a cabo la sintesis de los derivados 23E-bencilidenespirostanos
derivados de la tigogenina que tuvieran dos grupos hidroxilo en el anillo aromatico. Para este fin,
se pensd en utilizar como materias primas los benzaldehidos dihidroxilados que en su patrén de
sustitucién tuvieran subestructuras de tipo: quinoide (129), catecol (172, 174) o resorcinol (173,

175) (Figura 29).

HO OH OH OH HO HO
(6] (0] (¢] (0] o
HO // Vi HO q q
H H H H H
HO HO
2,3-dihidroxibenzaldehido 2,4-dihidroxibenzaldehido 2,5-dihidroxibenzaldehido  3,4-dihidroxibenzaldehido 3,5-dihidroxibenzaldehido
172 173 129 174 175

Figura 29. Aldehidos dihidroxilados seleccionados para la sintesis de los bencilidenespirostanos.

6.1. Sintesis de los bencilidenespirostanos diacetoxilados.
Como se ha sefalado antes, para llevar a cabo la sintesis de los bencilidenespirostanos
hidroxilados, es necesaria la previa acetilacién de los grupos fendlicos de los aldehidos y después

realizar la condensacién alddlica con la sapogenina esteroidal.

Debido a esto y aunado a que se observd que los hidroxibenzaldehidos son poco estables, la
proteccion de estas sustancias se llevd a cabo a través del método descrito en el Capitulo 5 con
anhidrido acético y NaHCO;, que permitié obtener los diacetoxibenzaldehidos deseados con
rendimientos cuantitativos. Es necesario mencionar que la estabilidad de estos compuestos es
incluso menor que la de sus similares monohidroxilados, por lo que aun cuando pudieron
obtenerse, no se pudo realizar la completa caracterizacion por RMN. Sin embargo, las
transformaciones realizadas se corroboraron por la presencia de las sefiales correspondientes a los
grupos acetato en los espectros de RMN de *H y 3C, que se distinguian aun cuando el aldehido
acetilado se encontraba descompuesto al momento de los experimentos y ademas se observé el

cambio por CCD en cada reaccion.
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Una vez obtenidos los derivados diacetoxilados del benzaldehido, se llevé a cabo la sintesis de los
derivados bencilideno de la tigogenina a través de la condensacion alddlica catalizada por
BF3;¢Et,0 generdndose los bencilidenespirostanos diacetoxilados deseados con rendimientos que

van de moderados a buenos (39 — 72%) (Esquema 53).

BF3' Etzo
—_—

CH,Cl,
‘ H HsCCOO
64a 176 181 (57%) OOCCH3 182 (3%) OH
o
BFEt,0 ’ OOCCH,
P —
CH,Cl,
64a 177 OOCCH; 183 (39%)
o
2
BFEt,0
_—
CH,Cl,
0OCCH; H,CCOO
64a 178 185 (52%) 186 (7%)
o
BFEt,0
X —_—
CH,Cl,
H HsCCOO
64a 179 OOCCH;
o
BFEt,0
_—
CH,Cl,
OOCCH;
64a 180 188 (72%) OOCCHs

Esquema 53. Sintesis de los derivados diacetoxilados de los 23E-bencilidenespirostanos.

Estos compuestos fueron completamente caracterizados por experimentos de RMN mono- y

bidimensionales y cabe sefialar que en los espectros de *H y **C se pueden observar efectos muy

142



similares a los reportados para los bencilidenespirostanos no sustituidos> y para los monoacetoxi-

bencilidenespirostanos (Capitulo 5).

En los espectros de RMN de 'H de estos derivados se encuentra la sefial olefinica caracteristica de
H-23’ y un efecto a notar en estos compuestos es que la presencia de un acetoxilo en C-2’ protege
al hidrégeno olefinico debido a la cercania con este grupo, que aparece alrededor de 6.30 ppm
(como en los bencilidenespirostanos no sustituidos y monoacetoxilados); mientras que en los
derivados que no tienen un sustituyente en esta posicién se observa un desplazamiento a campo

mas bajo (6.49 ppm).

Por otra parte, en los espectros de RMN de C se observa la presencia de las sefiales olefinicas de
C-23 y C-23’ del nuevo doble enlace formado entre ambos compuestos. Del mismo modo se puede
constatar la integridad del anillo aromdtico en el compuesto, pues se encuentran las sefales
correspondientes a este fragmento. La configuracion E de la olefina obtenida se determiné gracias
a la correlacion NOE observada entre H-23’y H-20, que es caracteristica en este tipo de

compuestos (Esquema 53).

Los compuestos 181 y 185 generaron cristales adecuados para su analisis por experimentos de

DRX de monocristal y se corroboraron las estructuras propuestas (Figura 30).

a

R

. L 54
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! 7

: :(“\/ T f\r\ & ? Y/ILQ/( /“(:,_,7
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y TR NN ¢ ¥\
181 185

Figura 30. DRX de monocristal de los compuestos 181 y 185 con los elipsoides térmicos trazados al

50% de probabilidad.
Se observd que en las sintesis de los compuestos diacetoxi-bencilidenespirostanos que

involucraron un aldehido con un acetoxilo en la posicién 2 (176, 177 y 178), siempre se obtiene

como subproducto de reaccién al 22R-espirocromeno correspondiente con rendimientos muy
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bajos (entre 3 — 7%), debido a que ocurre el proceso de desproteccién del hidroxilo y posterior

cierre del anillo por parte del fenol.

6.2. Desproteccion 'y reordenamientos catalizados por HClI de los diacetoxi-

bencilidenespirostanos.

Para realizar las pruebas de actividad como atrapadores de radicales libres de estos compuestos,
era necesario obtener los derivados correspondientes con los hidroxilos fendlicos libres. Sin
embargo, al tratar de realizar la desproteccidon en medio bdsico de estos compuestos, el producto

se descomponia en el medio de reaccion (Esquema 54).

i KOH, dioxano, MeOH,;

o)
ii: Na,CO3, dioxano, MeOH

Esquema 54. Desproteccion en medio basico de los derivados bencilidenespirostanos

diacetoxilados.

Con el fin de obtener los bencilidenespirostanos diacetoxilados y tras notar que los grupos
protectores de los hidroxilos fendlicos eran ldbiles en medio acido, se disefié una metodologia
para la desacetilacién de estos compuestos en medio acido a través de una transesterificacion de

Fischer con HCl en CH,Cl,/MeOH.

Con este método no se lograron obtener los derivados bencilidenespirostanos dihidroxilados
deseados, pero se logrd la desacetilaciéon completa de las materias primas. Al aplicar esta nueva
metodologia a la desproteccién de los derivados bencilideno diacetoxilados con un sustituyente en
la posicion C-2’ (181, 183 y 185) se obtuvieron los espirocromenos monohidroxilados 190, 191, y
192 con rendimientos del 75%, 76% y 88% respectivamente; que son producto de Ia
desproteccién, apertura del anillo F del espirostano y posterior cierre del anillo por el hidroxilo
fendlico. Por otra parte, cuando esta misma se aplicé a la desproteccién a los derivados 3’,4’-
diacetoxi-bencilidentigogenina (187) y 3’,5’-diacetoxi-bencilidentigogenina (188), se obtuvieron los
derivados espiroindenos dihidroxilados 193 y 194. Esto se debe a que la posicién C-6" del anillo

aromatico en ambos compuestos se encuentra muy activada, al tener un hidroxilo fendélico en
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posicién para, lo que favorece el ataque nucleofilico por parte del anillo aromatico sobre C-22 para

generar el espiroindeno con rendimientos que van de moderados a buenos (193, 39%; y 194, 76%)

(Esquema 55).

 —
. CHaCla/MeOH
OOCCH;

. OOCCH3

, HCI
CH,Cl,/MeOH

HO

, HCl
CH,Cl,/MeOH

HCl
* CH,Cly/MeOH

194
(76%)

Esquema 55. Desproteccion en medio dacido de los derivados bencilidenespirostanos

dihidroxilados.

Lo anterior indica que la desproteccién en medio 4acido genera los espiro[furan]lindenos
dihidroxilados cuando en la posicién C-2’ no hay un grupo hidroxilo, mientras que cuando hay
presente un grupo OH en dicha posicidn, se genera el espirocromeno correspondiente. Es decir, no

solo se disefid un método de desproteccién de los 23E-diacetoxi-bencilidenespirostanos, sino un
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método que permite obtener los derivados espiroindenos y espirocromenos hidroxilados con

buenos rendimientos y con un procedimiento simple.

En los espectros de RMN de 'H y **C de los 22R-espirocromenos hidroxilados se observa una
coherencia en los desplazamientos quimicos de estos derivados al compararlos con el 22R-
espirocromeno no sustituido 127a. En todos los compuestos obtenidos tras la desproteccién, se
encuentran las sefiales caracteristicas del fragmento de 22R-espirocromeno como C-22 con un
desplazamiento desplazamiento quimico alrededor de 113.5 ppm, C-24 en 35.1 ppm y C-26 que
aparece en 66.9 ppm. Ademas la configuraciéon R de C-22, se confirmé del mismo modo que se

describié en el Capitulo 4 para los espirocromenos no sustituidos.

Del mismo modo, los espiroindenos dihidroxilados obtenidos muestran desplazamientos quimicos
y efectos muy similares al espiroindeno no sustituido 117a (Seccién 3.1.4.1). En los espectros de
RMN de 'H se observa la pérdida del protén H-1' y la presencia de la sefial olefinica de H-7’
alrededor de 6.23 ppm. Mientras que en los espectros de RMN de *3C se observa la presencia de la
sefal del espiro carbindlico correspondiente a C-22 alrededor de 103 ppm lo que indica la pérdida

del espirocetal.

La formacion de los espirocromenos se justifica a través de un mecanismo que inicia con la
apertura del anillo F y la desacetilacion de los hidroxilos fendlicos mediada por la presencia del
acido en el medio (HCI) a través de una transesterificacion de Fischer, para producir el oxocarbenio
I. La resonancia de este catidn debilita el doble enlace y permite la rotacion alrededor del enlace
entre C-23 — C-23’, esto coloca al hidroxilo fendlico de C-2’ cerca de la posicién C-22 y finalmente
se lleva a cabo el cierre del anillo por este grupo hidroxilo para formar el fragmento de

espirocromeno (Esquema 56).
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Rotacién en
C-23 - C23'

Esquema 56. Mecanismo propuesto para la formacidén de los espirocromenos 190-192.

Un mecanismo muy similar al descrito anteriormente sirve para explicar la formacién de los
espiroindenos 193 y 194. Pero en este caso, al no estar presente un grupo fendlico en la posicién
C-6’, se lleva a cabo el ataque nucleofilico por parte del anillo aromatico sobre C-22 para dar lugar

a la SE,, y finalmente a la formacién del fragmento de espiroindeno (Esquema 57).

5 +2H®
—_—

: “ | )j\ -2 AcOMe
[ H o

187 09¢0

~ Z 3 Ta Tb Rotacion en
CH3;0H C-23 - C23'
transesterificacion

Esquema 57. Mecanismo propuesto para la formacion de los espiroindenos 193 y 194.
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Parte experimental

6.1. Sintesis de los bencilidenespirostanos diacetoxilados.

Procedimiento general para la acetilacion de los dihidroxibenzaldehidos. A una disolucién de
dihidroxibenzaldehido (2 mmol) en acetato de etilo (secado con Na,SO, anh.) (12 mL), se le
agregaron Ac,0 (0.8 mL, 8.6 mmol) y NaHCO; (672 mg, 8 mmol) y la mezcla se agité a reflujo
durante 30 minutos (CCD, hexano/acetato de etilo, 1/1). La reaccidn se termind agregando 2 mL
de EtOH y la mezcla se enfrid, posteriormente se agregaron 10 mL de agua y la mezcla de reaccion
se agitd durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se agregaron 30 mL de acetato de etilo y la
fase orgdnica se lavd con agua (5 x 15 mL) y disolucion saturada de NaCl (1 x 15 mL), se secé
(Na,SO, anh.) y evapord para generar el diacetoxibenzaldehido deseado. El crudo se secé al alto
vacio durante 30 minutos para utilizarse en la siguiente reaccion. Los aldehidos diacetoxilados
mostraron ser mucho mas inestables que los derivados monoacetoxilados y no fue posible su

caracterizacion por técnicas de RMN.

Procedimiento general para la sintesis de los 23E-bencilidenespirostanos diacetoxilados. A una
disolucién de acetato de tigogenina (64a) (1 mmol) y diacetoxibenzaldehido recién preparado (2
mmol) en CH,CI, (30 mL), se le agregd BF;*Et,0 (6 mL). El curso de la reaccidn se siguié por CCD,
hexano/acetato de etilo, 4/1 eluida dos veces. La reaccidn se terminé vertiendo la mezcla sobre
hielo y se agitd hasta que el hielo se fundié. La mezcla de reaccién se diluyd con acetato de etilo
(80 mL), se separaron las fases y la fase orgdnica se lavé con agua (8 x 30 mL), disolucién saturada
de NaCl (1 x 30 mL), se secd (Na,SO, anh.) y se evapord a sequedad. El aceite obtenido se
redisolvié en acetato de etilo (25 mL), se le agregaron 25 mL de una disolucidn acuosa de NaHSO;
al 10% y se agitd durante toda la noche para retirar el exceso de aldehido. Transcurrido este
tiempo, la mezcla se diluyd con 30 mL de acetato de etilo y la fase organica se lavé agua (5 x 30
mL), disolucidn saturada de NaCl (1 x 30 mL), se secd (Na,SO, anh.) y se evapord a sequedad. El
solido obtenido se purificé por cromotografia en columna para generar el correspondiente 23E-

bencilidenespirostano diacetoxilado.
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La reaccién con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol) y 2,3-diacetoxibenzaldehido (176)
(444.4 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccién 1 h) generd una mezcla de los productos 181 y 182 que se
purificé por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (27 g). El crudo se fijé con
2.7 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 10/1 para y hasta salir

el primer producto y después se continud con 6/1 para generar:

Triacetato de [23(23’)E,25R]-23(23°)-2’,3’-
dihidroxibenciliden-5a-espirostan-3$-ol (181).
Rendimiento 375.1 mg (57%). P.f. 217.7-219.5 °C
(recristalizado de CH,Cl,/MeOH). RMN de *H (400 MHz,

CDCly) 6 ppm: 7.22 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-5’), 7.12 = 7.07

(m, 2H, H-4’ y H-6'), 6.32 (s, 1H, H-23'), 4.75—-4.61 (m, 1H, H-3), 4.42 (dt, / = 8.7, 6.9 Hz, 1H, H-16),
3.59 — 3.44 (m, 2H, H-26ax. y H-26eq.), 2.55 (g, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.48 (ddd, J = 13.3, 4.3, 1.5
Hz, 1H, H-24eq.), 2.28 (s, 3H, CH; acetilo), 2.24 (s, 3H, CH; acetilo), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo), 1.05 (d,
J=6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.80 (s, 3H, H-18), 0.77 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.68 (ddd, J
= 12.3, 10.4, 4.1 Hz, 1H, H-9). RMN de **C (100 MHz, CDCl5) & ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3,
34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.5 C-6, 32.1 C-7, 35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 40.8 C-
13, 56.2 C-14, 31.6 C-15, 80.6 C-16, 61.6 C-17, 16.6 C-18, 12.3 C-19, 37.0 C-20, 14.7 C-21, 110.0 C-
22,140.0 C-23, 33.4 C-24, 33.2 C-25, 66.1 C-26, 17.1 C-27, 116.7 C-23’, 140.4 C-1’, 142.7 C-2’, 132.3
C-3’,121.9 C-4’,126.0 C-5’, 127.8 C-6, 21.4, 20.7, 20.3 CH; acetilo, 170.7, 167.8, 168.4 C=0 acetilo.
HRMS (APCI) Observado C,oHss05 663.3850 (MH") calculado 663.3897.

3,8’-Diacetato de (22R,25R)-16B:22-epoxy-22,2’-
espiro-[8’-acetoxi-cromeno]-5a-colestan-33,26-diol

(182). Rendimiento 20.2 mg (3%). Aceite. RMN de 'H
(400 MHz, CDCl5) & (ppm): 6.94 — 6.90 (m, 1H, H-6"),
6.89 — 6.82 (m, 2H, H-7" and H-5’), 4.75 — 4.55 (m, 2H,

182 H-3 y H-16), 3.61 (dd, J = 10.9, 4.6 Hz, 1H, H-26a), 3.45

(dd, J = 10.9, 5.0 Hz, 1H, H-26b), 2.54 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.37 (dd, J = 14.1, 6.8 Hz, 1H, H-24a),
2.32 (s, 3H, CH; acetilo), 2.02 (s, 3H, CH5 acetilo), 1.01 (d, J = 6.1 Hz, H-21), 0.99 (d, J = 5.2 Hz, 3H,
H-27), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.70 (td, J = 11.2, 4.2 Hz, 1H, H-9). RMN de *C (100
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MHz, CDCl5) 6 (ppm): 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.7 C-5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 35.7 C-8,
54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.2 C- 12, 41.1 C-13, 55.9 C-14, 31.5 C-15, 82.8 C-16, 60.7 C-17,
16.8 C-18, 12.2 C-19, 40.4 C-20, 14.5 C-21, 113.9 C-22, 131.4 C-23, 35.2 C-24, 34.8 C-25, 67.0 C-26,
17.0 C-27, 125.0 C-4’, 121.8 C-5’, 123.6 C-6’, 120.5 C-7’, 138.3 C-8’, 142.5 C-9’, 122.2 C-10’, 21.4,
20.5 CHj; acetilo, 170.7, 168.8 C=0 acetilo.

La reaccién con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol) y 2,4-diacetoxibenzaldehido (177)
(444.4 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccién 1.3 h) generd una mezcla de los productos 183 y 184 que
se purificd por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (30 g). El crudo se fijé
con 3 g de silica y se eluyd con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo, 14/1 hasta salir el

primer producto y se continud con 6/1 para generar:

Triacetato de [23(23’)E,25R]-23(23°)-2’,4’-
dihidroxibenciliden-5a-espirostan-3$-ol (183).
Rendimiento: 260.1 mg (39%). P.f. 192.3 — 193.4
°C (recristalizado de CH,Cl,/metanol). RMN de 'H

(400 MHz, CDCl5) & ppm: 7.21 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-

6'), 6.98 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H, H-5), 6.90 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-3’), 6.29 (s, 1H, H-23’), 4.67 (td, J =
11.4, 5.7 Hz, 1H, H-3), 4.47 — 4.37 (m, 1H, H-16), 3.57 — 3.46 (m, 2H, H-26ax. y H-26 eq.), 2.55 (p, J =
6.9 Hz, 1H, H-20), 2.46 (ddd, J = 13.3, 4.3, 1.5 Hz, 1H, H-24eq.), 2.28 (s, 3H, CH; acetilo), 2.23 (s, 3H,
CH3 acetilo), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo), 1.86 (dd, J = 8.9, 6.9 Hz, 1H, H-17), 1.06 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-
21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.80 (s, 3H, H-18), 0.77 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.68 (ddd, J = 12.1, 10.3, 4.1
Hz, 1H, H-9). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5,
28.4C-6,32.1C-7,35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 40.9 C-13, 56.2 C-14, 31.6 C-
15, 80.6 C-16, 61.6 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-19, 36.9 C-20, 14.7 C-21, 110.0 C-22, 139.6 C-23, 33.4 C-
24,33.2 C-25, 66.0 C-26, 17.0 C-27, 116.7 C-23’,127.8 C-1’, 148.9 C-2’, 115.7 C-3’, 149.9 C-4’, 118.8
C-5’, 130.8 C-6’, 21.4, 21.1, 20.8 CHs acetilo, 170.7, 169.0, 168.6 C=0 acetilo. HRMS (APCI)
Observado CyoHss05 663.3835 (MH™) calculado 663.3897.
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3,7’-Diacetato de (22R,25R)-16B:22-epoxy-22,2’-
espiro-[7’-acetoxi-cromeno]-5a-colestan-3f,26-

diol (184). Rendimiento 29.2 mg (5%). Aceite. RMN
de *H (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.00 (d, J = 8.2 Hz,
1H, H-5"), 6.65 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-8’), 6.61 (dd, J =

8.2, 2.3 Hz, 1H, H-6'), 6.45 (s, 1H, H-4’), 4.69 (m, J =
14.1, 10.8, 5.8 Hz, 2H, H-3 y H-16), 3.61 (dd, J = 10.9, 4.6 Hz, 1H, H-26a), 3.45 (dd, J = 10.9, 5.0 Hz,
1H, H-26b), 2.53 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.35 (dd, J = 14.2, 6.9 Hz, 1H, H-24a), 2.26 (s, 3H, CH;
acetilo), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.01 (d, J = 7.2 Hz, 3H, H-21), 0.99 (d, J = 7.4 Hz, 3H, H-27), 0.88
(s, 3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.74 — 0.65 (m, 1H, H-9). RMN de **C (100 MHz, CDCl5) & (ppm):

36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 34.8 C-8, 54.1 C-9, 35.6 C-10,
21.0 C-11, 40.0 C- 12, 41.1 C-13, 56.0 C-14, 31.5 C-15, 82.7 C-16, 60.4 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-19,
40.3 C-20, 14.6 C-21, 113.8 C-22, 130.5 C-23, 35.1 C-24, 35.7 C-25, 66.9 C-26, 17.0 C-27, 124.8 C-4,
126.3 C-5’, 114.0 C-6’, 150.6 C-7’, 109.2 C-8’, 152.0 C-9’, 118.7 C-10’, 21.4, 21.1 CH; acetilo, 170.7,
169.3 C=0 acetilo.

La reaccién con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol) y 2,5-diacetoxibenzaldehido (178)
(444.4 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccidn 1.5 h) generé una mezcla de los productos 185 y 186 que
se purificd por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (30 g). El crudo se fijé
con 4 g de silica y se eluyé con mezcla de disolventes hexano/acetato de etilo partiendo con
proporcion 15/1 y se continué aumentando la polaridad a gradiente hasta llegar a 6/1 para

generar:

Triacetato de [23(23’)E,25R]-23(23°)-2’,4’-
dihidroxibenciliden-5a-espirostan-3$-ol (185).
Rendimiento: 345.1 mg (52%). P.f. 184.2 — 184.6
°C (recristalizado de CH,Cl,/acetato de etilo). RMN

de H (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.05 (d, J = 8.7

Hz, 1H, H-3’), 7.00 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H, H-4’), 6.96 (d, J = 2.7 Hz, 1H, H-6), 6.29 (s, 1H, H-23"),
4.68 (tt, J = 11.3, 4.9 Hz, 1H, H-3), 4.42 (dt, 1H, H-16), 3.57 — 3.47 (m, 2H, H-26ax y H-26eq.), 2.54
(p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.46 (ddd, J = 13.3, 4.4, 1.5 Hz, 1H, H-24eq.), 2.28 (s, 3H, CH; acetilo), 2.23
(s, 3H, CH; acetilo), 2.01 (s, 3H, CH; acetilo), 1.86 (dd, J = 9.0, 6.9 Hz, 1H, H-17), 1.05 (d, J = 6.9 Hz,
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3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.80 (s, 3H, H-18), 0.78 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.68 (td, J = 11.9, 4.1
Hz, 1H, H-9). RMN de **C (100 MHz, CDCl5) & ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5,
28.4 C-6,32.1 C-7, 35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 40.9 C-13, 56.2 C-14, 31.6 C-
15, 80.5 C-16, 61.6 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-19, 36.9 C-20, 14.7 C-21, 109.9 C-22, 140.1 C-23, 33.4 C-
24,33.2 C-25, 66.0 C-26, 17.0 C-27, 116.7 C-23/, 131.4 C-1, 146.1 C-2’, 122.8 C-3’, 121.0 C-4’, 147.9
C-5’, 123.5 C-6’, 21.4, 21.1, 20.8 CHs acetilo, 170.7, 169.2, 168.9 C=0 acetilo. HRMS (APCI)
Observado C4Hs505 663.3807 (MH?) calculado 663.3897.

3,6’-Diacetato de (22R,25R)-16[B:22-epoxy-22,2’-
espiro-[7’-acetoxi-cromeno]-5a-colestan-33,26-

diol (186). Rendimiento 40.9 mg (7%). P.f. 178.7 —
180.3 °C (sdlido amorfo recristalizado de acetato de

etilo/metanol). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) &

(ppm): 6.85 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-8), 6.82 (dd, J =

8.6, 2.5 Hz, 1H, H-7"), 6.77 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-5"), 6.41 (s, 1H, H-4’), 4.75 — 4.65 (m, 2H, H-3, H-16),
3.61 (dd, J = 10.9, 4.7 Hz, 1H, H-26a), 3.45 (dd, J = 11.0, 5.0 Hz, 1H, H-26b), 2.54 (p, J = 6.9 Hz, 1H,
H-20), 2.37 (dd, J = 14.1, 6.8 Hz, 1H, H-24a), 2.26 (s, 3H, CH; acetilo), 2.10 (dd, J = 9.3, 7.6 Hz, 1H,
H-17), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.99 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27), 0.89 (s,
3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.70 (td, J = 12.0, 11.6, 4.2 Hz, 1H, H-9). RMN de *C (100 MHz, CDCls)
5 (ppm): 36.6 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 34.8 C-8, 54.1 C-9, 35.6
C-10, 21.0 C-11, 40.0 C- 12, 41.1 C-13, 56.0 C-14, 31.5 C-15, 82.7 C-16, 60.5 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-
19, 40.3 C-20, 14.7 C-21, 113.6 C-22, 132.0 C-23, 35.1 C-24, 35.7 C-25, 66.9 C-26, 17.1 C-27, 124.9
C-4’, 118.6 C-5, 144.3 C-6’, 121.2 C-7, 116.0 C-8’, 148.9 C-9’, 121.3 C-10’, 21.5, 21.1 CH; acetilo,
170.7, 169.9 C=0 acetilo.

La reaccién con acetato de tigogenina (64a) (668.1 mg, 1 mmol) y 3,4-diacetoxibenzaldehido (179)
(666.6 mg, 3 mmol) (tiempo de reaccidn 2 h) se purificd por cromatografia en columna usando
como soporte silica gel (30 g). El crudo se fijé con 5 g de silica y se eluyé con mezcla de disolventes

hexano/acetato de etilo 8/1 para generar 443.6 mg (45%) de:
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Triacetato de [23(23’)E,25R]-23(23°)-3",4’-
dihidroxibenciliden-5a-espirostan-3$-ol (187).
P.f. 198.7 — 200.3 °C (sdlido amorfo recristalizado
de acetato de etilo/metanol). RMN de 'H (400

MHz, CDCl5) & (ppm): 7.15 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5'),

7.10 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H, H-6’), 7.05 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-2’), 6.49 (s, 1H, H-23’), 4.68 (td, J =
11.3, 5.7 Hz, 1H, H-3), 4.42 (dt, / = 9.0, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.62 — 3.48 (m, 2H, H-26ax. y H-26eq.),
2.77 (dd, J = 13.4, 4.1 Hz, 1H, H-24eq.), 2.54 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.29 (d, J = 1.6 Hz, 6H, 2 x CH;
acetilo), 2.09 (ddd, J = 13.5, 11.7, 1.9 Hz, 1H, H-24ax.), 2.02 (s, 3H, CH; acetilo), 1.07 (d, / = 6.9 Hg,
3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.81 (t, J = 3.3 Hz, 6H, H-18 y H-27). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) &
ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 35.0 C-8, 54.1 C-9, 35.5 C-
10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 40.8 C-13, 56.1 C-14, 31.5 C-15, 80.4 C-16, 61.5 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-
19, 37.2 C-20, 14.8 C-21, 110.2 C-22, 138.3 C-23, 32.8 C-24, 33.1 C-25, 66.0 C-26, 17.1 C-27, 121.2
C-23’, 135.9 C-1’, 124.1 C-2’, 141.6 C-3’, 140.7 C-4’, 123.0 C-5’, 127.2 C-6’, 21.4, 20.7, 20.6 CH;
acetilo, 170.7, 168.4, 168.3 C=0 acetilo. HRMS (APCl) Observado CsHss0s 663.3866 (MH’)
calculado 663.3897.

La reaccién con acetato de tigogenina (64a) (458.7 mg, 1 mmol) y 3,5-diacetoxibenzaldehido (180)
(444.4 mg, 2 mmol) (tiempo de reaccidon 1 h) se purificd por cromatografia en columna usando
como soporte silica gel (30 g). El crudo se fijé con 3.6 g de silica y se eluyé con mezcla de

disolventes hexano/acetato de etilo 15/1 para generar 478.4 mg (72%) de:

Triacetato de [23(23’)E,25R]-23(23°)-3’,5’-
dihidroxibenciliden-5a-espirostan-3$-ol (188).
P.f. 1923 - 193.4°C (recristalizado de
CH,Cl,/metanol). RMN de H (400 MHz, CDCl3) &
(ppm): 6.84 (d, J = 2.2 Hz, 2H, H-2’ y H-6’), 6.79 (d,

J=2.1Hz, 1H, H-4’), 6.49 (s, 1H, H-23’), 4.67 (td, J = 11.3, 5.7 Hz, 1H, H-3), 4.41 (dt, J = 8.9, 7.1 Hz,
1H, H-16), 3.65 — 3.39 (m, 2H, H-26ax. y H-26eq.), 2.73 (dd, J = 13.1, 3.9 Hz, 1H, H-24eq.), 2.52 (p, J
= 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.28 (s, 6H, 2 x CH; acetilo), 2.09 (ddd, J = 13.3, 11.6, 1.9 Hz, 1H, H-24ax.), 2.01
(s, 3H, CH; acetilo), 1.06 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.83 — 0.77 (m, 6H, H-18 y H-
27), 0.68 (td, J = 11.9, 4.1 Hz, 1H, H-9). RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2,
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73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.2 C- 12,
40.8 C-13, 56.1 C-14, 31.5 C-15, 80.5 C-16, 61.6 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-19, 37.3 C-20, 14.7 C-21,
110.2 C-22,139.0 C-23, 32.9 C-24, 33.1 C-25, 66.0 C-26, 17.1 C-27,121.2 C-23’,139.2 C-1’, 119.7 C-
2’,150.7 C-3/, 113.5 C-4’, 150.7 C-5’, 119.7 C-6’, 21.4, 21.1, 21.1 CH; acetilo, 170.7, 169.0, 169.0
C=0 acetilo. HRMS (APCI) Observado C4Hss05 663.3810 (MH") calculado 663.3897.

6.2. Desproteccion y reordenamientos catalizados por HClI de los diacetoxi-

bencilidenespirostanos.

Método general de desproteccion de los 23E-bencilidenespirostanos diacetoxilados. A una
disolucién de diacetoxi-bencilidenespirostano (100 mg, 0.15 mmol) en CH,Cl, (2 mL) y metanol (4
mL) se le agregaron 0.1 mL de HCl concentrado (37%) y la mezcla se agité a temperatura ambiente
hasta la materia prima se consumié por completo (96 horas, CCD hexano/acetona, 2/1).
Transcurrido este tiempo, la mezcla se vertio sobre hielo y se agité hasta que el hielo se fundié. La
mezcla de reaccidn se extrajo con acetato de etilo (30 mL) y la fase organica se lavé con agua (5 x
20 mL), disolucién saturada de NaCl (1 x 20 mL), se secd (Na,SO, anh.) y se evapord. El sélido
obtenido se purificd por cromatografia en columna usando como soporte silica gel (10 g) y se
eluyd con sistema de disolventes hexano/acetato de etilo, 2/1 para generar el correspondiente

producto desacetilado.

La reaccion con acetato de 2’,3’-diacetoxi-
bencilidentigogenina (181) (100 mg, 0.15 mmol) generd
61.0 mg (76%) de: (22R,25R)-16[:22-epoxy-22,2’-espiro-[8’-
hidroxi-cromeno]-5a-colestan-38,26-diol (190). P.f. 150.6 —
152.4°C (Sdlido amorfo recristalizado de CH,Cl,/metanol).

RMN de ‘H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 6.82 — 6.75 (m, 2H, H-

6'y H-7'), 6.62 (dd, J = 6.2, 2.8 Hz, 1H, H-5'), 6.47 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-4), 5.29 (s, 1H, OH fenol),
4.72 (dt, J = 9.2, 7.2 Hz, 1H, H-16), 3.66 — 3.53 (m, 2H, H-3 y H-26a), 3.46 (dd, J = 10.9, 5.1 Hz, 1H,
H-26b), 2.59 (p, J = 7.0 Hz, 1H, H-20), 2.40 (dd, J = 13.9, 6.3 Hz, 1H, H-24a), 2.13 - 2.03 (m, 2H, H-17
y H-24b), 1.04 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 1.00 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-27), 0.90 (s, 3H, H-18), 0.82 (s, 3H,
H-19), 0.68 (ddd, J = 12.2, 10.4, 4.3 Hz, 1H, H-9). RMN de **C (100 MHz, CDCl5) & (ppm): 36.9 C-1,
31.4 C-2,71.2 C-3,38.1 C-4, 44.8 C-5, 28.5 C-6, 32.2 C-7, 34.8 C-8, 54.3 C-9, 35.7 C-10, 21.1 C-11,

154



40.1 C- 12, 41.2 C-13, 56.1 C-14, 31.6 C-15, 83.0 C-16, 60.4 C-17, 16.7 C-18, 12.3 C-19, 40.4 C-20,
14.7 C-21, 114.4 C-22, 131.1 C-23, 35.3 C-24, 35.6 C-25, 67.1 C-26, 16.9 C-27, 125.4 C-4’, 117.7 C-
5, 121.2 C-6, 114.6 C-7’, 143.7 C-8’, 137.9 C-9’, 121.0 C-10’. HRMS (APCI) Observado C;Hag0s
537.3452 (MH") calculado 537.3580.

La reacciébn con acetato de 2’,4’-diacetoxi-benciliden
tigogenina (183) (100 mg, 0.15 mmol) generé 61.0 mg
(76%) de: (22R,25R)-16pB:22-epoxy-22,2’-espiro-[7’-hidroxi-
cromeno]-5a-colestan-3p3,26-diol (191). P.f. 229.5 — 231.4

°C (Sdlido amorfo recristalizado de acetato de

etilo/metanol). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;+CD;0D) &

(ppm): 6.79 — 6.75 (m, 1H, H-5'), 6.32 — 6.26 (m, 3H, H-6', H-8' y H-4'), 4.61 (dt, J = 9.1, 7.0 Hz, 1H,
H-16), 3.45 (d, J = 13.6 Hz, 2H, H-3, H-26a y CD;0D), 3.38 (dd, J = 10.9, 4.8 Hz, 1H, H-26b), 2.43 (p, J
= 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.22 (h, J = 5.6, 5.1 Hz, 1H, H-24a), 2.00 (dd, J = 9.2, 7.5 Hz, 1H, H-17), 0.93 (d, J
= 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.90 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-27), 0.79 (s, 3H, H-18), 0.74 (s, 3H, H-19), 0.64 — 0.54
(m, 1H, H-9). RMN de *C (100 MHz, CDCl;+CD;0D) & (ppm): 36.8 C-1, 30.9 C-2, 70.7 C-3, 37.6 C-4,
44.7 C-5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 34.7 C-8, 54.2 C-9, 35.4 C-10, 20.9 C-11, 40.0 C- 12, 40.9 C-13, 55.9 C-
14, 31.3 C-15, 82.3 C-16, 60.4 C-17, 16.5 C-18, 12.1 C-19, 39.8 C-20, 14.4 C-21, 113.7 C-22, 126.9 C-
23, 34.9 C-24, 35.0 C-25, 66.6 C-26, 16.8 C-27, 125.0 C-4’, 126.6 C-5’, 108.2 C-6’, 157.3 C-7’, 102.6
C-8’, 152.4 C-9, 113.5 C-10’. HRMS (APCI) Observado CsHasOs 537.3527 (MH') calculado
537.3580.

La reaccion con acetato de 2’,5’'-diacetoxi-benciliden
tigogenina (185) (100 mg, 0.15 mmol) generé 70.6 mg
(88%) de: (22R,25R)-16pB:22-epoxy-22,2’-espiro-[6’-hidroxi-
cromeno]-5a-colestan-3p3,26-diol (192). P.f. 257.0 — 257.9

°C (Solido amorfo recristalizado de acetato de

192 etilo/metanol). RMN de *H (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 6.72

(d, J = 8.6 Hz, 1H, H-8'), 6.58 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz, 1H, H-7"), 6.47 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H-5'), 6.37 (s, 1H,
H-4'), 4.67 (dt, J = 9.2, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.70 — 3.53 (m, 2H, H-3 y H-26a), 3.46 (dd, J = 11.0, 5.1 Hz,
1H, H-26b), 2.53 (p, J = 7.0 Hz, 1H, H-20), 2.35 (dd, J = 14.3, 7.2 Hz, 1H, H-24a), 2.13 — 2.01 (m, 2H,
H-24b y H-17), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.99 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.81

155



(s, 3H, H-19), 0.67 (ddd, J = 15.1, 8.7, 4.4 Hz, 1H, H-9). RMN de *C (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 36.9
C-1,31.4 C-2,71.2 C-3, 38.1 C-4, 44.8 C-5, 28.5 C-6, 32.3 C-7, 34.9 C-8, 54.3 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-
11, 40.1 C- 12, 41.1 C-13, 56.1 C-14, 31.5 C-15, 82.5 C-16, 60.7 C-17, 16.8 C-18, 12.3 C-19, 39.9 C-
20, 14.7 C-21, 113.2 C-22, 131.9 C-23, 35.2 C-24, 35.6 C-25, 67.0 C-26, 17.1 C-27, 125.3 C-4’, 112.3
C-5/, 149.8 C-6/, 115.3 C-7', 116.1 C-8’, 145.1 C-9’, 121.5 C-10". HRMS (APCI) Observado C3;Hag0s
537.3550 (MH") calculado 537.3580.

La reaccion con acetato de 3’,4’-diacetoxi-
bencilidentigogenina (187) (100 mg, 0.15 mmol) generd 31.8
mg (40%) de: (22R,25R)-3’,4’-hidroxi-indeno[9’,8':22,23]-
5a-furostan-3B,26-diol (193). P.f. 214.9 — 216.3 °C (Sdlido
amorfo recristalizado de CH,Cl,/etanol). RMN de 'H (400

MHz, CD;0D) & (ppm): 6.92 (s, 1H, H-2'), 6.61 (s, 1H, H-5'),

6.26 (s, 1H, H-7'), 4.98 (td, J = 9.3, 8.2, 4.2 Hz, 1H, H-16), 3.60 — 3.48 (m, 2H, H-3 y H-26a), 3.44 (dd,
J=10.8, 6.0 Hz, 1H, H-26b), 2.59 (p, J = 7.0 Hz, 1H, H-20), 2.39 (ddd, J = 15.0, 5.3, 1.6 Hz, 1H, H-
24a), 2.24 (dd, J = 9.3, 8.0 Hz, 1H, H-17), 1.03 (s, 3H, H-18), 1.00 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-27), 0.91 (s,
3H, H-19), 0.59 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21). RMN de **C (100 MHz, CD;0D) & (ppm): 38.2 C-1, 33.5 C-2,
71.8 C-3, 38.9 C-4, 46.2 C-5, 29.9 C-6, 32.2 C-7, 36.4 C-8, 55.9 C-9, 36.8 C-10, 22.3 C-11, 41.6 C- 12,
42.7 C-13, 57.9 C-14, 33.5 C-15, 85.2 C-16, 64.2 C-17, 17.6 C-18, 12.8 C-19, 37.3 C-20, 15.5 C-21,
102.8 C-22, 148.0 C-23, 31.4 C-24, 36.0 C-25, 68.3 C-26, 17.6 C-27,129.1 C-7’, 137.9 C-1’, 114.1 C-
2’,145.9 C-3’, 143.4 C-4, 109.3 C-5’, 136.5 C-6". HRMS (APCI) Observado C3;Hss05 537.3521 (MH")
calculado 537.3580.

La reaccion con acetato de 3’,4’-diacetoxi-
bencilidentigogenina (188) (100 mg, 0.15 mmol) generd 31.8
mg (40%) de: (22R,25R)-2’,4’-hidroxi-indeno[9’,8':22,23]-
5a-furostan-3B,26-diol (194). P.f. 192.2 — 194.3°C (Sdlido
amorfo recristalizado de CH,Cl,/etanol). RMN de 'H (400

104 MHz, CD;0D) & (ppm): 6.23 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-7'), 6.15 (d, J

=2.1Hz, 1H,5'), 6.06 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-3"), 5.21 (dt, J = 9.3, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.61 — 3.48 (m, 2H,
H-3 y H-26a), 3.44 (dd, J = 10.8, 6.0 Hz, 1H, H-26b), 2.60 (g, J = 7.0 Hz, 1H, H-20), 2.48 — 2.38 (m,
1H, H-17 y H-24a), 1.03 (s, 3H, H-18), 1.01 (d, J = 6.4 Hz, 2H, H-27), 0.90 (s, 4H, H-19), 0.69 (d, J =
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6.8 Hz, 3H, H-21). RMN de *C (100 MHz, CD;0OD) & (ppm): 38.2 C-1, 32.2 C-2, 71.8 C-3, 38.9 C-4,
46.2 C-5, 29.9 C-6, 33.6 C-7, 36.4 C-8, 55.9 C-9, 36.8 C-10, 22.3 C-11, 41.7 C- 12, 42.8 C-13, 57.8 C-
14, 33.8 C-15, 87.1 C-16, 66.1 C-17, 17.9 C-18, 12.8 C-19, 37.9 C-20, 15.7 C-21, 103.2 C-22, 152.2 C-
23, 31.7 C-24, 36.1 C-25, 68.2 C-26, 17.6 C-27, 128.5 C-7’, 121.5 C-1’, 160.0 C-2, 100.9 C-3’, 154.3
C-4’,101.8 C-5’, 147.9 C-6'. HRMS (APCI) Observado C3;Has0s 537.3465 (MH") calculado 537.3580.
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Capitulo 7. Propiedades de algunos de los compuestos obtenidos.

Actividad bioldgica y aplicaciones de los derivados de sapogeninas esteroidales obtenidos.

7.1. Actividad antitumoral de los 23E-bencilidenespirostanoles.

Como se mencioné al principio de este documento, la actividad citotdxica de las sapogeninas
esteroidales se encuentra bien documentada, ademds de que los esteroides con actividad
citotéxica han recibido considerable atencidn durante mds de 30 afios. En general, se analiza
bioldgicamente un gran ndmero de esteroides naturales para evaluar su actividad antiproliferativa
y/o citotdxica contra diferentes lineas celulares de cancer en experimentos in vitro. Asi mismo, la
investigacion dirigida a identificar potenciales agentes antitumorales incluye la sintesis de
esteroides citotdoxicos no naturales mediante la introduccion de modificaciones estructurales en

materias primas con actividad conocida, asi como el disefio y sintesis de nuevas moléculas.

Se ha descrito que compuestos derivados de sapogeninas esteroidales con modificaciones en la
cadena lateral, mostraron actividad citotdxica contra un amplio espectro de lineas celulares de
cancer (Figura 31). Entre estos compuestos se encuentra la oxima de la 23-acetildiosgenina (195)
que presento actividad contra las lineas celulares de carcinoma cervical Hela (ICsy 10.9 uM) y CaSki
(ICso 10.51 puM).*® Por otro lado, se ha descrito que la familia de compuestos 23-etiliden-26-
hidroxi-22-oxo-colestanos derivados de sapogeninas esteroidales (196), exhibié actividad

citotoxica contra células de leucemia linfoblastica T (CEM, ICsq 5,9-40,9 uM).™*

(e}

Figura 31. Derivados de sapogeninas esteroidales con actividad antitumoral.

La evidencia reunida de actividades anticancerigenas permite asociar la citotoxicidad con la
presencia de ciertas subestructuras. Fuchs y colaboradores han sugerido que la formacién de iones
oxocarbenio, generados por la apertura de los fragmentos espirocetalicos, pueden actuar como
agentes alquilantes de biomoléculas nucledfilas y que de esto deriva la citotoxicidad observada en

16,111

las cefalostatinas y ritterazinas. Aunque esta hipdtesis aln no esta confirmada, el gran
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numero de espirocetales esteroidales citotdxicos, asi como la relacién entre la citotoxicidad y

formacidn de iones de oxocarbenio sugieren que esta hipdtesis puede estar bien orientada.

Como se ha demostrado, la presencia del fragmento bencilideno en la cadena lateral
espirocetdlica de los compuestos 23E-bencilidenespirostanos, produce cambios drasticos en Ia
reactividad de este fragmento. De acuerdo a lo anterior y teniendo en cuenta que las sapogeninas
esteroidales de origen natural tienen actividad citotdxica, se decidié evaluar la actividad de los
23E-bencilidenespirostanoles 119a-e obtenidos en este trabajo (Capitulo 3, Figura 32). Esto en una
colaboracién con el Laboratorio de Moduladores del Crecimiento de la Universidad Palacky en

Olomouc, Republica Checa, a cargo del Profr. Miroslav Strnad y con ayuda de la Dra. Lucie Rarova.

119d 119e

Figura 32. 23E-bencilidenespirostanoles evaluados.

Las actividades antiproliferativas in vitro de los compuestos analizados se probaron en lineas
celulares de cancer de diversos origenes histopatolégicos, incluida la leucemia linfoblastica T CEM,
el adenocarcinoma de mama MCF7 y carcinoma cervical Hela. Los resultados se compararon con
la citotoxicidad hacia los fibroblastos BJ humanos normales. Estas lineas celulares se expusieron a
seis diluciones en serie, por triplicado, de cada sustancia evaluada durante 72 horas. Luego se
midié el porcetaje de células supervivientes y se calcularon los valores de ICsy (concentraciones
inhibitorias del 50%). Los resultados de los ensayos de Calceina AM se presentan en la Tabla 31.
Todos los compuestos probados mostraron una actividad citotéxica moderada hacia todas las

lineas celulares, incluidos los fibroblastos humanos normales. La mas activa de las cinco sustancias
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fue 119c (la ICs, mas baja fue para las células MCF7 de 19.9 + 0.1 uM) y ninguno de los

bencilidenespirostanoles fue selectivo para alguna linea celular.

Tabla 31. Valores de ICs, (UM) obtenidos a partir de los ensayos de Calceina AM utilizando tres

lineas celulares de cancer (CEM, MCF7 y Hela) y fibroblastos humanos normales (BJ).

Compuesto 1C50 (kM)

CEM MCF7 Hela BJ
119a 28.8+2.4 33.0+4.2 36.9+3.1 419+14
119b 31.5+5.1 44.7+1.6 42.6+2.5 429+0.1
119c 23.2+0.4 19.9+0.1 35.7+35 453+2.3
119d 28.0+1.3 40.3+3.3 41.0+3.5 44.1+1.2
119e 28.9+2.8 36.6+4.7 39.2+7.1 41.6+1.5

7.2. Actividad antioxidante de los hidroxi-espirocromenos y dihidroxi-espiroindenos derivados de
sapogeninas esteroidales.

Debido a la similitud estructural presente entre los hidroxi-espirocromenos derivados de
sapogeninas esteroidales (130-131) (Capitulo 4) con algunas sustancias de las cuales se conoce su
actividad antioxidante como el a-tocoferol (90) y el Trolox (92) (Figura 33), se decidié realizar un
ensayo para evaluar la posible actividad antioxidante de estas sustancias, utilizando el método de
DPPH’, en una colaboracion con el laboratorio del Dr. José Pedraza Chaverri con ayuda del Dr.

Omar Noel Medina Campos de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Figura 33. Similitud estructural de los hidroxi-expirocromenos con otras mléculas antioxidantes.
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El ensayo de actividad antioxidante de las sapogeninas esteroidales 64a y 64b mostraron que,
como se esperaba, ni la cadena lateral espirocetdlica ni el esqueleto del esteroide de estos
compuestos tienen la capacidad de captacion de radicales. Los compuestos 127a/b y 128a/b,
productos de la condensacién alddlica entre las sapogeninas esteroidales y el salicilaldehido, que
tienen cadenas laterales de espirocromeno y que estan estrechamente relacionados con el nucleo
farmacoférico presente en las sustancias 90 y 92, pero carecen del grupo hidroxilo fendlico, no
mostraron actividad en este ensayo. En contraste, los compuestos 130 y 131 que poseen un grupo
hidroxilo fendlico unido a la posicion C-6’ de la cadena lateral de espirocromeno, mostraron

actividad como atrapadores de radicales libres.

La evaluacién de la capacidad de atrapamiento de DPPH" mostré que ambos compuestos fueron
capaces de capturar este radical (Figura 34, Tabla 32) y se encontré que la capacidad de
eliminacion porcentual es mayor con el aumento de las concentraciones de estos compuestos. Se
observé ademas que en cualquier concentracion dada (4-289 uM) los compuestos 130 y 131
tienen una capacidad antioxidante significativa, pero inferior a las del dcido ascérbico y el Trolox
(92) (4-50 uM y 8-70 uM, respectivamente) (Figura 10). La actividad de captacidn del radical DPPH®

expresada como valores de ICsq de los compuestos ensayados se presenta en la Tabla 32.

Ensayo de DPPH"* de los 6'-hidroxi-espirocromenos
100

90

80

3

g 70

T

a.

& 60

) —e—Trolox (92)
o 50 ; .
E —e—Ac. ascérbico
€ 40 —+—130

2

g 30 ——131

<

20

10
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Concentracién (uM)

Figura 34. Comparacidon de la actividad antioxidante del Trolox (92), acido ascérbico y los

derivados 130 y 131 usando el método de DPPH".
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Tabla 32. IC5, (Concentracion requerida para el 50% de inhibicion) de los compuestos 6’-hidroxi-

espirocromenos derivados de sapogeninas esteroidales.

Muestra ICso (M)
Acido ascérbico 20.05+1.26
Trolox (92) 27.32+0.72
130 68.81 +2.00 > ¢
131 48.49 +2.64 °°

Los datos se expresan como media+EEM. Las determinaciones se hicieron por triplicado. °p < 0.005 vs acido

ascérbico, °p < 0.005 vs 21, °p < 0.005 vs 36.

Aunque ambos 6’-hidroxi-espirocromenos 130 y 131 (Figura 33) poseen un grupo hidroxilo en la
misma posicién de sus cadenas laterales, sus valores de ICs, son estadisticamente diferentes (p
<0,005). Eso sugiere que las configuraciones en C-22 y C-25 pueden ejercer una influencia

significativa en la capacidad de eliminacidn de los radicales libres.

Al conocer que los 6’-hidroxi-espirocromenos si tienen actividad significativa como atrapadores de
radicales libres, se decidié evaluar también la actividad antioxidante de los espirocromenoles
monohidroxilados y de los dihidroxi-espiroindenoles obtenidos de la reaccidon de desproteccién en
medio acido de los bencilidenespirostanos dihidroxilados (Capitulo 6, Figura 35). Si bien es cierto
qgue la mayoria de estos compuestos no comparte una similitud estructural con el grupo
farmacoférico del tocoferol, si presentan cadenas laterales con un anillo aromatico conjugado con
un doble enlace exociclico y grupos fendlicos libres. Ademas, el patrén de sustitucion de los grupos
hidroxilo en el anillo aromatico de estas sustancias son de tipo catecol (190 y 193), quinoide (192)
o resorcinol (191 y 194), que son subestructuras de las cuales se sabe que presentan una actividad
antioxidante. Por lo tanto, se pudo asumir que estas sustancias tendrian la capacidad de capturar

radicales libres.

Como primer acercamiento en la evaluacion de la capacidad atrapadora de radicales libres de
estos derivados, se llevd a cabo un ensayo de DPPH’ para determinar el atrapamiento maximo de
cada sustancia a concentraciones elevadas (310 uM para los compuestos 190, 192 y 193; 357 uM
para 191 y 194) (Figura 36). De los compuestos mds activos se llevé a cabo la determinacién de la

ICso y los resultados se presentan en la Tabla 33.
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Figura 35. Espirocromenos y espiroindenos hidroxilados a los que se les evalué su capacidad

antioxidante.

a) Atrapamiento maximo en la prueba de DPPH* b) Curvas de %atrapamiento vs concetracion (uM) de los
100 derivados mas activos en el ensayo de DPPH*
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Figura 36. a) Atrapamiento maximo en el ensayo de DPPH de los compuestos hidroxi-
espirocromenos y dihidroxi-espiroindenos derivados de sapogeninas esteroidales. b) Comparacion
de la actividad antioxidante del Trolox (92), acido ascérbico y los derivados 191-193 que

presentaron un atrapamiento mayor al 50% en el ensayo de DPPH".

El compuesto 7’-hidroxi-espirocromenol 191 que tiene una subestructura de tipo resorcinol y solo
un grupo hidroxilo libre, mostré un atrapamiento maximo del 68% con una ICs, bastante elevada
(141.05 pM), en comparacién con los otros compuestos probados. En cambio, el 6’-hidroxi-

espirocromenol 192 presentd una actividad muy similar a la del derivado acetilado 130 pues
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presenta exactamente la misma subestructura de tipo quinoide en la cadena lateral. Sin embargo,
el compuesto mds activo de todos los derivados obtenidos en este trabajo fue el 3’,4’-dihidroxi-
espiroindenol 193 (34.74 uM) que tiene dos grupos fenélicos libres en la cadena lateral y presentd

una actividad muy cercana a la del Trolox (27.32 uM) en este ensayo.

Tabla 33. ICsy; de los hidroxi-espirocromenoles y dihidroxi-espiroindenoles derivados de

sapogeninas esteroidales en el ensayo de DPPH".

Muestra ICs0 (LM)
191 (resorcinol) 141.05 +10.91
192 (quinoide) 74.71+3.88

193 (catecol) 34.74 £2.30

Por otra parte y con la intencién de determinar la actividad de los compuestos espirocromenoles y
espiroindenoles hidroxilados sobre especies reactivas del oxigeno (RO’s), se llevaron a cabo los
estudios de atrapamiento de los radicales hidroxilo ("OH), superdxido (0,:) y perdxido (H,0,). Los
derivados evaluados Unicamente mostraron actividad en el atrapamiento de H,0, y la actividad
maxima de estos compuestos no fue mayor al 50%, como se muestra en la Figura 37. Se observa
gue nuevamente el compuesto mds activo fue el derivado 193, lo que parece indicar que las
subestructuras de tipo catecol y que tienen todos los fenoles libres son las que presentan la mejor

actividad.

%Atrapamiento de peréxido de los derivados
hidroxilados de espiroindenosy epirocromenos

—o—190
—e—191

—o—192

%Atrapamiento

—e—193

—o—194

~o—Piruvato

0 20 40 60 80 100 120
Concentracién (uM)

Figura 37. Atrapamiento de H,0, de los compuestos hidroxi-espirocromenos y dihidroxi-

espiroindenos derivados de sapogeninas esteroidales.
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7.3. Actividad antitumoral y antioxidante de los dimeros hibridos sapogenina-estradiol.
Tomando en cuenta que los bencilidenespirostanos tienen actividad citotdxica y debido a lo
novedosos que pueden resultar estructuralmente los dimeros hibridos sapogenina-estradiol, se

evalué la actividad antitumoral de los dimeros de tipo-bencilidenespirostano (Figura 38).

Figura 38. Dimeros hibridos evaluados.

Todos los dimeros evaluados en las lineas celulares de cancer CEM, MCF7 y Hela fueron bastante
activos e incluso mejores que los bencilidenespirostanoles aunque, también presentaron actividad

citotdxica contra los fibroblastos humanos normales (BJ) (Tabla 34).

Nuevamente el compuesto mas activo es el que presenta una funcién oxigenada en la posicién C-
12, lo que podria indicar la importancia de este grupo funcional en dicha posicidn para la actividad
citotdxica. A partir de estos resultados preliminares se logré encontrar una molécula lider, que

permite dirigir el camino de nuevos derivados para mejorar su actividad bioldgica.
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Tabla 34. Valores de ICs, (UM) obtenidos a partir de los ensayos de Calceina AM utilizando tres
lineas celulares de cancer (CEM, MCF7 y Hela) y fibroblastos humanos normales (BJ), de los

dimeros hibridos sapogenina-estradiol evaluados.

ICso (UM)
Compuesto
CEM MCF7 Hela BJ
171a 22.9+9.6 184+1.8 15.8+5.4 17.0+1.1
171b 282+1.4 42.4+1.3 12.1+2.0 >50
171c 49+0.5 2.5+0.2 2604 1.8+0.5
171d 10.6 £3.0 19.5+4.2 12.3+2.0 16.6 +0.7

Por otra parte, se llevaron a cabo pruebas de actividad antioxidante de los dimeros hibridos
obtenidos. Como se sabe, el estradiol tiene una actividad antioxidante que estd intimamente
relacionada al grupo fenol del anillo A del esteroide y debido a que en los dimeros sapogenina-
estradiol ese fragmento no se encuentra alterado, se puede suponer que estos nuevos derivados

obtenidos deberian conservar dicha propiedad.

Se realizaron los ensayos de DPPH, ORAC (capacidad de absorcion de radicales libres de oxigeno) y
FRAP (potencia antioxidante reductora férrica) a los dimeros hibridos y los resultados se
encuentran colectados en la Tabla 35. Se puede notar que todos los compuestos evaluados
mostraron ligera actividad en todos los experimentos. Se realizaron también las pruebas RO’s de
estos dimeros y se determind que eran reactivos Unicamente en el ensayo de atrapamiento de
radicales hidroxilo ("OH) en un rango de concentraciones de 215 — 4292 uM (Figura 39, Tabla 36).
Todos los compuestos analizados mostraron un comportamiento muy similar en todas las
concentraciones evaluadas, lo que podria indicar claramente que la actividad antioxidante es
consecuencia de la presencia del fragmento de estradiol en la cadena lateral, que es comun para

todas las sustancias probadas.
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Tabla 35. Resultados de los ensayos de actividad antioxidante de los dimeros hibridos a una
concentracién 350 pM. Se agrega también los resultados de 2-formilestradiol (168) con fines

comparativos.

Ensayo de actividad antioxidante

Compuesto DPPH (% ORAC (Eq. uM de FRAP (Eq. uM de
atrapamiento) Trolox/g) Trolox/g)

171a 18.90+1.22 22.84 +2.37 0.0205 £ 0.0015

171b 19.06 £ 0.65 35.25+2.07 0.0189 £ 0.0012

171c 49.20+2.71 18.40+1.34 0.0201 £ 0.0031

171d 17.65+1.06 22.09+2.32 0.0188 +0.0023

2-formilestradiol (168) 3.58+0.34 1070.51 + 98.29 0.0174 £ 0.0017

%Atrapamiento del radical hidroxilo vs concentracion de
los dimeros hibridos obtenidos

—eo—dimetilurea

%Atrapamiento

50 —e—171a
20 171b
—a—
20 171c
—e—171d
20
10
0
0 1000 2000 3000 4000 5000

Concentracién (uM)

Figura 39. Atrapamiento de "OH de los dimeros hibridos sapogenina-estradiol (171) obtenidos.

Tabla 36. ICs5, de los dimeros hibridos derivados de sapogeninas esteroidales en el ensayo de

atrapamiento del radical hidroxilo ("OH).

Muestra ICso (1M)
171a 524.06 +33.30
171b 473.59+62.51
171c 506.51 + 34.52
171d 568.73 + 75.63

dimetilurea 174.41+4.21
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7.4. Solvatomorfismo conformacional del acetato de 3’-acetoxi-bencilidentigogenina.

En un intento de obtener una muestra analitica por recristalizacién en CH,Cl,/metanol del
compuesto 3’-acetoxi-bencilidentigogenina (138), se aislé6 un material cristalino que fue
identificado por difraccion de Rayos X como un solvato de metanol en el que el disolvente estd
atrapado formando cadenas, en un material altamente organizado. Los intentos sucesivos de
producir hidratos o solvatos de etanol al intentar la cristalizacion en diferentes mezclas de
disolventes no tuvieron éxito, pero mostraron la tendencia de este compuesto a producir solvatos
con una variedad de disolventes y debido a esto se decidié llevar a cabo un andlisis mas profundo
de dicha propiedad en una colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Braulio Rodriguez
Molina, del Instituto de Quimica de la UNAM, con ayuda del M. en C. Abraham Colin. (Figura 40 y
41).
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Figura 41. Complejos de inclusion de la 3’-acetoxi-bencilidentigogenina (138) observados.
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El compuesto 138 cristaliza ocluyendo moléculas dentro de la red cristalina, dando lugar a seis
matrices de cristales que contienen metanol, éter etilico, dioxano, benceno, piridina vy
dimetilsulféxido (DMSO). Curiosamente, todos los solvatos mostraron diferencias
conformacionales, principalmente reflejadas en la posicion relativa del fragmento bencilideno
flexible. Cuando estas diferencias son pequenas, algunos de los solvatos mostraron

isostructuralidad.

Al cristalizar el compuesto 138 con los sistemas de disolventes éter etilico/hexano 6 CH,Cl,/MeOH,
se generaron los solvatomorfos 138-MeoH (Figura 42) y 138-éter (Figura 43) respectivamente, en
los cuales el disolvente se encuentra formando cadenas unidas a través de enlaces de hidrégeno,
dentro del canal generado por las moléculas de esteroide en una matriz dimérica. La interaccién
entre la molécula huésped y el esteroide se lleva a cabo principalmente con los metilos C-18 y C-19
y con el anillo aromatico del fragmento bencilideno. En los estudios de TGA y DSC, se observa una
pérdida de masa cercana a los 100 °C, lo que indica un reordenamiento de la red cristalina que
finalmente funde entre los 160 — 165 °C para ambos sélidos cristalinos. En el solvato de éter etilico
138-éter las moléculas huésped estaban muy desordenadas y, por lo tanto, no fue posible refinar

todas las posiciones

Experimentos de cristalizacidon adicionales para el acetoxi-bencilidenespirostano 138 generaron
tres solvatos mas que pertenecen a otro grupo isoestructural, la Forma 138-bn con benceno
(Figura 44), la Forma 138-dx con dioxano (Figura 45) y la Forma 138-py (Figura 46) con piridina. En
dichos solvatos, la posicidn de los disolventes atrapados se ubica en una cavidad generada por los
acetatos de C-3 y del fragmento aromatico, en contraste con los solvatos anteriores 138-MeOH vy
138-éter, donde el metanol o el éter etilico estaban ubicados dentro de una cavidad formada por
los anillos B y C del espirostano. En los estudios calorimétricos, se observa la pérdida de disolvente
a una temperatura inferior al punto de fusidn que indica el reacomodo de la red cristalina que

finalmente funde a una temperatura entre los 158 y 162 °C. (Figura 41).
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Figura 42. Dos perspectivas de la red cristalina en donde se observa el complejo de inclusién y

analisis calorimétricos del solvatomorfo 138-MeOH, obtenido por cristalizacion con CH,Cl,/MeOH.
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Figura 43. Dos perspectivas de la red cristalina en donde se observa el complejo de inclusién y
anadlisis calorimétricos del solvatomorfo 138-éter, obtenido por cristalizacién con éter

etilico/hexano.
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Figura 44. Red cristalina y andlisis calorimétricos del solvatomorfo 138-bn

cristalizacién con benceno.
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Figura 45. Red cristalina y analisis calorimétricos del solvatomorfo 138-dx, obtenido por

cristalizacidn con dioxano/agua a 50 °C.
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Figura 46. Red cristalina y analisis calorimétricos del solvatomorfo 138-py, obtenido por

cristalizacion con piridina/agua a 50 °C.
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Un solvatomorfo muy distinto se obtuvo al recristalizar de DMSO (138-DMSO) y en esta red
cristalina se observa que las moléculas del esteroide estan apiladas por la misma cara, a diferencia
de las formas anteriores. La cavidad en la que se encuentra la cadena de disolvente flanquea los
extremos del bencilidenespirostano 138 ddonde el DMSO interactia con los grupos acetato del
anillo aromatico y de C-3. Sorprendentemente, los analisis calorimétricos sefalaron que también
existe una pérdida de disolvente alrededor de los 120 °C y la nueva forma cristalina presenta un
punto de fusién que coincide con los puntos de fusién observados en las formas anteriores (160 -

162 °C) (Figura 47).
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Figura 47. Dos perspectivas de la red cristalina en donde se observa el complejo de inclusién y

analisis calorimétricos del solvato 138-DMSO obtenido por cristalizacién con DMSO a 50 °C.
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Se obtuvo una forma cristalina con la cavidad vacia y mas estrecha cuando se recristalizd de
piridina a 50 °C 6 de DMF a 50 °C (Figura 48) y se encontré que el punto de fusién de esta
estructura cristalina (164 — 171 °C), era muy similar a los puntos de fusién de las otras Formas

cristalinas descritas tras la pérdida de disolvente, que funden en un rango entre los 158 — 165 °C.
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Figura 48. Red cristalina y analisis calorimétricos de la forma libre de disolventes 138-SD.

La coincidencia en los puntos de fusion de las muestras secas, indica que cada solvatomorfo, tras
presentar la pérdida de disolvente, sufria un reacomodo de las moléculas para llegar a la Forma
138-SD. Por lo anterior, se decidié calentar las muestras de los solvatos 138-MeOH (metanol) y
138-éter (éter etilico) a 130 °C y después comparar los difractogramas de DRX de polvos de las
muestras tratadas térmicamente (TT) con el de la forma libre de disolventes 138-SD (Figura 49).
Como se observa, existe un ajuste perfecto entre la forma cristalina sin disolvente y las muestras

tratadas térmicamente antes mencionadas.
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Figura 49. Comparacion de DRX de polvos entre la forma libre de disolventes 138-SD vy las
muestras con tratamiento térmico 138-MeOH-TT y 138-éter-TT en las que se observa una

completa coincidencia.

Un analisis similar comparando los difractogramas de las muestras isoestructurales 138-bn
(benceno), 138-py (piridina) y 138-dx (dioxano) tratadas térmicamente a 130 °C, con la Forma 138-
SD, mostré que las redes cristalinas evolucionaban hacia esta forma libre de disolventes (Figura

50).
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Figura 50. Comparacion de DRX de polvos entre la forma libre de disolventes 138-SD vy las

muestras con tratamiento térmico 138-py-TT, 138-bn-TT y 138-dx-TT.
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Independientemente de la conformacion inicial y la posicion del disolvente, cuando cinco de los
seis cristales se trataron térmicamente, se transforman en la Forma 138-SD libre de disolventes,
gue también se obtuvo de manera independiente por cristalizacion del espirostano 138 en DMF.
Solo en el caso del solvato de DMSO, la estructura tratada térmicamente dio lugar a la Forma 138-
S-DMSO-TT que es otra forma libre de disolvente diferente a la estructura cristalina 138-SD (Figura

51).
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Figura 51. Red cristalina del solvatomorfo libre de disolvente 138-S-DMSO-TT y comparacién de

difractogramas de DRX de polvos con la Forma 138-SD.
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Conclusiones

Se demostrd que la presencia del fragmento bencilideno en C-23 produce cambios drasticos en el
perfil de reactividad de la agrupacidon espirocetdlica, comparada con la de las sapogeninas
esteroidales no funcionalizadas y la configuracion de Ila posicion C-25 en los 23E-
bencilidenespirostanos tiene un rol determinante en las transformaciones de la cadena lateral de
estos compuestos. Estos resultados ayudan a entender la reactividad de los 23E-
bencilidenespirostanos que pueden ser empleados como intermedios sintéticos en la preparacién
de esteroides potencialmente bioactivos. Ademds que se demostré que los
bencilidenespirostanoles presentan actividad antitumoral moderada contra algunas lineas
celulares de cancer en ensayos in vitro, siendo el compuesto mas activo el derivado de la

hecogenina (119c¢) que tiene un grupo carbonilo en C-12.

Se generd una nueva familia de derivados esteroidales con un fragmento espiro[furan-indeno]
unido a la cadena lateral que es producto de un reordenamiento de la cadena lateral de los 23E-
bencilidenespirostanos catalizado por medio acido y se encontré que el mejor catalizador para

esta transformacién fue el HCIO,.

También se encontré que el tratamiento de 23E-bencilidenespirostanos con BF;¢Et,0 y Ac,0
genera la apertura oxidativa del anillo F y con esto se producen los bencilidenfurostenos
correspondientes con buenos rendimientos. Sin embargo, se observa que la ausencia de un acido
protico en el medio de reaccién, conduce a la formacién de los dienos en lugar de los
espiro[furanos]indenos, por lo que se puede asumir que los bencilidenfurostenos no estan

implicados en el mecanismo de formacion del fragmento de espiroindeno

Por otra parte, a través de la doble condensacion alddlica entre los acetatos de sapogeninas
esteroidales y aldehido tereftalico, se obtuvieron los dimeros simétricos de sapogeninas
esteroidales unidas por un fragmento 1,4-dimetilidenbenceno. Tras la saponificaciéon de estos
compuestos utilizando MeONa en CH,Cl,/MeOH, se generaron los derivados dimeros simétricos
1,4-dimetilidenbencen-espirostanoles. Estos derivados fueron enviados a pruebas de actividad
biolégica como antitumorales, pero debido a su pobre solubilidad, no fue posible evaluar su

actividad.
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Se llevo a cabo un estudio de reactividad frente a las reducciones con NaBH;CN en acido acético e
hidrogenacién catalitica de los 1,4-dimetilidenbencen-espirostanos de las series 25R y 25S. La
reduccidn con hidruro generd los dimeros simétricos 1,4-dimetilidenbencen-furostanos (123a/b) y
1,4-dimetilbencil-espirostanos (124a/b), asi como un dimero no simétrico con un fragmento
bencilespirostanico y otro bencilidenfurostanico (125a/b). La hidrogenacién catalitica del dimero
de la serie 25R generd en un muy buen rendimiento el dimetilbencil-espirostano 123a. En cambio,
la hidrogenacidn catalitica del dimero simétrico de la sarsasapogenina no generd el derivado
dimetilbencil-espirostano, debido a los problemas de solubilidad del sustrato y de la reactividad

particular de la serie 25S.

La condensacién alddlica entre sapogeninas esteroidales y 2-hidroxibenzaldehido generd una
nueva familia de esteroides con una cadena lateral constituida por una unidad espiroacetalica
unida a un fragmento de 2H-cromeno, que fueron denominados espirocromenos. Una extension a
esta metodologia utilizando 2,5-dihidroxibenzaldehido produjo los derivados 6’-hidroxi-
espirocromenos que demostraron actividad significativa como atrapadores de radicales libres en el
ensayo de DPPH". El hecho de que los compuestos activos se pueden obtener facilmente en un
solo paso y a partir de productos naturales facilmente disponibles, abre el camino para la

produccién de nuevos antioxidantes esteroidales.

Mediante la reaccidn de condensacién alddlica del acetato de tigogenina y los acetatos de
benzaldehidos monohidroxilados, se sintetizaron los derivados 2, 3 vy 4’-acetoxi-
bencilidentigogenina en buenos rendimientos y la sintesis de estos derivados se extendid a otras
sapogeninas esteroidales. Se observd que la presencia de un grupo acetoxilo en el anillo aromatico

de estos compuestos, no afecta el perfil de reactividad del fragmento bencilideno.

Los compuestos bencilideno monoacetoxilados derivados de la tigogenina, mostraron facilidad
para cristalizar y las estructuras propuestas se pudieron corroborar por difraccién de Rayos X de
monocristal. De estas cristalizaciones se observd que el compuesto 3’-acetoxi-
bencilidentigogenina tiene la capacidad de formar complejos de inclusién con distintos

disolventes.
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Utilizando al diacetato de 2-formilestradiol como materia prima, se obtuvieron los dimeros
hibridos bencilidenespirostano y espirocromeno derivados de sapogeninas esteroidales a través de
la condensacién alddlica catalizada por BF;¢Et,0, con rendimientos moderados. Estos dimeros se
saponificaron para obtener los correspondientes compuestos hidroxilados, que se obtuvieron con
buenos rendimientos y demostraron tener una muy importante actividad antitumoral vy
antioxidante. En particular, el compuesto 171c que presenta una funcién oxigenada en C-12,

demostrd ser muy potente contra lineas celulares de cancer.

Se sintetizaron los compuestos diacetoxi-bencilidenespirostanos que presentaron en el fragmento
bencilideno subestructuras de tipo: quinoide, catecol o resorcinol, a través de la condensacién del
acetato de tigogenina y diacetatos de benzaldehidos dihidroxilados. A través de una reaccién de
trasesterificacion de Fischer de estos espirostanos, se obtuvieron los derivados hidroxi-
espirocromenoles y dihidroxi-espiroindenoles que tuvieron una significativa actividad
antioxidante. De estos compuestos, el 3’4’-dihidroxi-espiroindenol 193 fue el derivado que
presentd la mayor actividad antioxidante y tiene una subestructura de catecol con dos hidroxilos

fendlicos libres en la cadena lateral.

Los esteroides naturales que contienen un sustituyente oxigenado en el anillo C, como la
cefalostatina-1, la ritterazina-F, la porrigenina C y los hippuristanoles se encuentran entre los
esteroides mads citotdxicos en comparacion con los compuestos que tienen un anillo C sin una
funcidn oxigenada. Esto sugiere que en los productos naturales, la presencia de un sustituyente
oxigenado en el anillo C puede conducir a una mayor citotoxicidad. Del mismo modo, los
compuestos mas activos encontrados en este trabajo son aquellos que presentan un grupo

carbonilo en la posicién C-12 en el anillo C.
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Introduction

Steroid sapogenins have focused intensive interest for nearly a
century. In addition to the intrinsic biological activity,! several
members of this family have served as starting materials for the
synthesis of a variety of bioactive compounds that include sexual
and adrenocortical hormones,? plant grow promoting substances,’
and more recently cephalostatins and ritterazines* amongst many
others.”

Most of the synthetic protocols for the preparation of bioactive
steroid starting from steroid sapogenins involve the modification
or degradation of the spiroketal side chain. The considerable atten-
tion devoted to the development of new methods for the transfor-
mation on this fragment has provided a wide variety of new
reactions.® In particular, we have recently reported that treatment
of steroid sapogenins with benzaldehyde and BFs-Et,0 in CH,Cl,
led to 23E-benzylidenspirostanes in good yields (Scheme 1).¢

Following our proposed mechanism for the above mentioned
reaction,®® we envisaged that the same procedure, when conducted
with salicylaldehyde, may yield steroids bearing a spirochromene
moiety in the side chain (Schemes 2 and 3), due to cyclization with
the phenolic hydroxyl coming from salicylaldehyde, rather that

* Corresponding author. Tel./fax: +52 55 56223803.
E-mail address: martin.iglesias@unam.mx (M.A. Iglesias-Arteaga).

http://dx.doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.04.042
0040-4039/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

with the hydroxyl attached to C-26. Herein we report on the syn-
thesis and NMR characterization of steroids bearing a spirochrom-
ene moiety attached to the position C-22.

Results and discussion

Treatment of a CH,Cl, solution of sarsasapogenin acetate (1b)
with two equivalents of salicylaldehyde and an excess of BFs3-Et,0
for 48 h afforded a mixture of spirochromenes 3a and 3b
(Scheme 2) together with minor amounts of unidentified side
products and the unchanged starting material. Chromatographic
separation afforded the analytical samples of the spirochromenes
3a and 3b.

Mass spectra of compounds 3a and 3b showed the molecular
ion at 562 m/z which is in good agreement with the formula
Cs35H500s, that corroborates the introduction of the salicylaldehyde
fragment. Assignments of the NMR signals and elucidation of the
structures of the hitherto unknown compounds were carried out
employing a combination of 1D and 2D NMR techniques that
includes 'H, '3C, HSQC, HMBC, COSY, and NOESY.

(22R,255)-16B:22-epoxy-22,2'-spiro-[chromene]-5B-cholestan-
3p,26-diol 3-monoacetate (3a) yield 9.67% (light yellow syrup). 'H
NMR (CDCl3, 400 MHz): § (ppm) 7.19-7.07 (m, 1H, H-7"), 7.02 (dd,
J=7.8, 1.7 Hz, 1H, H-5'), 6.87 (ddd, J= 7.4, 6.2, 1.3 Hz, 2H, H-6’and
H-8'), 6.47 (s, 1H, H-4), 5.07 (p, J= 2.7 Hz, 1H, H-3a), 4.73 (ddd,
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AcO

BF3-Et;0/CH,Cl;

1b 3a (minor)
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3b (major)

Scheme 2. BF;-Et,0 catalyzed reaction of steroid sapogenins with salicylaldehyde.

not observed

Scheme 3. Plausible reaction mechanism.

J=11.0, 8.1, 5.0 Hz, 1H, H-16a), 3.62 (dd, J=11.0, 4.6 Hz, 1H, H-
26a), 3.45 (dd, J = 10.9, 4.9 Hz, 1H, H-26b), 2.54 (t, /= 7.1 Hz, 1H,
H-20), 2.36 (dd, J = 14.0, 6.8 Hz, 1H, H-24a),), 2.15-2.07 (m, 2H,
H-17 and H-24b) 2.04 (s, 3H, CH3 acetyl), 1.03 (d, /= 6.8 Hz, 3H,
H-21), 0.99 (d, J=7.7 Hz, 3H, H-27), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.89 (s,
3H, H-18). '*C NMR (100.52 MHz) & (ppm) 30.6 C-1, 24.9 C-2,
70.6 C-3, 31.6 C-4, 37.2C-5, 26.4 C-6, 26.3 C-7, 35.0C-8, 39.9 C-9,
35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C-12, 41.2 C-13, 56.1 C-14, 29.7C-15,
82.6 C-16, 60.6 C-17, 16.7 C-18, 23.8 C-19, 40.3 C-20, 14.7 C-21,
113.5 C-22, 130.9 C-23, 35.1 C-24, 35.7 C-25, 66.9 C-26, 17.1 C-
27,125.4 C-4',126.0 C-5/, 1209 C-¢', 128.4 C-7', 115.5 C-8/, 151.3
C-9', 120.8 C-10', 21.5 CHs acetyl, 170.7 C=0 acetyl. MS (70 eV)
mjz (%) 562 (5.4) M*, 284 (10.6), 269 (24.7), 255 (14.9), 243
(21.7), 220 (14.4), 219 (100), 202 (10.5), 201 (63.5), 173 (10.4),
161 (14.7), 160 (16.9), 159 (29.2), 147 (15.1), 145 (13.9), 133
(12.3), 131 (14.8), 122 (14.3), 121 (15.1), 119 (11.4), 107 (27.8),
105 (16.6), 95 (14.3), 93 (21.1), 91 (15.7), 81 (17.5), 79 (15.4), 67
(11.9), 55 (11.1).
(228,255)-16B:22-epoxy-22,2'-spiro-[chromene]-5B-cholestan-
3B,26-diol 3-monoacetate (3b) yield 31.62% (light yellow syrup).

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 (ppm) 7.16-7.09 (m, 1H, H-7'), 7.06
(dd, J=7.7, 1.6 Hz, 1H, H-5'), 6.92-6.87 (m, 2H H-6' and H-8'),
6.48 (s, 1H, H-4), 5.13-5.01 (m, 1H, H-3a), 4.68 (ddd, J=11.0,
8.1, 5.0 Hz, 1H, H-16a), 3.57 (dd, J = 10.7, 5.9 Hz, 1H, H-26a), 3.51
(dd, J=10.7, 5.2 Hz, 1H, H-26b), 2.57 (p, J=6.9 Hz, 1H, H-20),
2.35 (ddd, J=14.7, 7.7, 1.1 Hz, 1H, H-24a), 2.18-2.10 (m, 1H, H-
24b), 2.05 (s, 3H, CH; acetyl), 1.06 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.99
(d, J= 6.2 Hz, 3H, H-27) 0.99 (s, 3H, H-19), 0.89 (s, 3H, H-18)). '3C
NMR (100.52 MHz) § (ppm) 30.6 C-1, 24.9 C-2, 70.6 C-3, 31.6 C-
4,37.2 C-5, 26.4 C-6, 26.3 C-7, 35.0 C-8, 39.9 C-9, 35.0 C-10, 20.9
C-11, 40.3 C-12, 41.1 C-13, 56.1 C-14, 30.7 C-15, 82.4 C-16, 60.8
C-17, 16.6 C-18, 23.8 C-19, 394 C-20, 14.8 C-21, 112.8 C-22,
130.8 C-23, 36.8 C-24, 35.1 C-25, 67.5 C-26, 17.4 C-27, 125.8 C-
4',126.1 C-5/, 121.1 C-6’, 1284 C-7’, 115.8 C-8, 151.2 C-9/, 121.2
C-10/, 21.5 CH3 acetyl, 170.7 C=0 acetyl. MS (70 eV) m/z (%) 562
(5.5) M*, 284 (10.4), 269 (25.6), 255 (12.7), 243 (22.9), 220
(14.3), 219 (100), 202 (10.6), 201 (65.4), 173 (10.4), 161 (14.3),
160 (17.3), 159 (30.1), 147 (14.9), 145 (13.9), 133 (12.0), 131
(14.6), 122 (14.4), 121 (14.7), 119 (11.3), 107 (26.9), 105 (16.2),
95 (13.9), 93 (20.7), 91 (15.0), 81 (17.1), 67 (11.5), 55 (10.0).
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Figure 1. PM3 optimized models and observed NOE effects in the C-22-epimeric
spirochromenes 3a and 3b.

The 'H spectra of the new compounds are characterized by the
presence of the signals of the aromatic protons, as well as new sin-
glet at corresponding to the proton attached to C-4’ (6.87 ppm, for
3a and 6.48 ppm for 3b) which corroborated the introduction of a
benzylidene fragment. The ABX appearances of the signals of the
diasterotopic protons attached to C-26 [3.62 (dd, J=11.0, 4.6 Hz,
1H, H-26a), 3.45 (dd, J=10.9, 4.9 Hz, 1H, H-26b) for 3a] and
[3.57 (dd, J=10.7, 5.9 Hz, 1H, H-26a), 3.51 (dd, J=10.7, 5.2 Hz,
1H, H-26b) for 3b] suggest a linear assembly for the fragment C-
24 to C-26.

The '3C spectra of the obtained compounds show eight olefinic
signals (six coming for the aromatic ring and two from the new
double bond introduced between carbons C-23 and C-4’) that pro-
vided evidence on the incorporation of the benzylidene fragment,
leaving the spirochromene structure as the unique possibility.
The presence of the signal corresponding to the spiroketal at C-
22 (113.5 ppm for 3a, 112.8 ppm for 3b) also corroborated the pro-
posed structure.

In compound 3a the strong H-24 < H-18 and H-24 < H-20 NOE
effects that were observed indicate spatial proximity between
those nuclei, only possible in the isomer that bears the C-22-0-
C-9' bridge in the a-side of the tetrahydrofuran ring E. Additionally,
observation of H-8 <> H-160. NOE effect corroborated the configu-
ration assigned to the spiro center at C-22. Similarly, the B-orienta-
tion of the C-22-0-C-9’ bridge in compound 3b was inferred from
the observed H-16 «— H-24 NOE effect that indicates spatial prox-
imity between those nuclei. Figure 1 shows the PM3 optimized
models of the two possible C-22-epimers of compound 3a.

A plausible reaction mechanism comprises the coordination of
BF; to the oxygen at position C-26 to produce the carbocation II
that looses a proton from C-23 leading to the enol ether III,
accepted as the intermediate involved in the reactions of function-
alization of steroid sapogenins at position C-23.° BF; catalyzed
addition of the enol ether II to salicylaldehyde leads to the carbo-
cation IV which undergoes benzannulation followed by a final
elimination step to produce the observed spirochromenes 3a and
3b (Scheme 3).

Conclusion

Although the obtained yields are rather low, this new reaction
allows the preparation of a hitherto unknown family of steroids
bearing a side chain constituted by a spiroketal unit fused to a
2H-chromene moiety. These new compounds may retain or com-
bine the biological activity associated to the spiroketal grouping
and the 2H-chromene moiety. Further studies directed to improve
the yield, as well as to extend this new reaction to the synthesis of
other spirochromenes starting from naturally occurring or syn-
thetic spiroketals are on development.
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1. Introduction

Steroids play a paramount role in life processes. The wide vari-
ety of naturally occurring members of this family includes sex and
adrenocortical hormones [1], cytotoxic compounds [2-4], ecdys-
teroids [5] and plant growth promoting substances [6-8] amongst
many others. In addition, a large battery of synthetic steroidal
drugs has been developed for the treatment of different diseases
[9]. However, in spite of the vast number of biologically active ster-
oids that has been described, to the best of our knowledge, a lim-
ited number of steroids has been reported to exert a significant
antioxidative activity [10-17].

Oxidative stress is associated to a wide variety of health disor-
ders [18-20]. Consequently, the experimental and theoretical
study of naturally occurring and synthetic compounds with
antioxidant activity has concentrated an increased attention in
the past years [21-27]. The protective effect against oxidative
stress exerted by naturally occurring antioxidants like o-toco-
pherol (1) (also referred as vitamin E) and the phenolic carotenoid
3,3’-dihydroxyisorenieratene (2), as well as the effect of Trolox
(3), a water soluble synthetic analogue of vitamin E (Fig. 1), are
well documented [24,25] and the role of the phenolic hydroxyl
groups present in these compounds and other phenolic antioxi-
dants, such as resveratrol and nordihydroguaiaretic acid, is well
understood [23,26,27].
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In connection with our project on the study of reactivity of the
spiroketal side chain of steroidal sapogenins [28-31], we have
recently described that the reaction of sarsasapogenin acetate (4)
and salicylaldehyde produces the unreported diastereomeric
steroidal spirochromenes 22R-5 and 22S-5 (Scheme 1) [32].
Considering the structural similarity between the pharmacophoric
cores of compounds 1-3, and the spirochromene moiety present in
our recently reported spirochromenes 22R-5 and 22S-5, we have
decided to embark in additional synthetic efforts to generate new
members of this novel family of compounds that may show
antioxidant activity.

Herein we report the synthesis and characterization of two
novel steroidal spirochromenes bearing a phenolic hydroxyl group
at position C-6'. The hereto unreported compounds, that showed
interesting properties as radical scavengers in the 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl radical (DPPH) test [33], can be easily obtained
by tandem aldol condensation-spiroketalization between steroid
sapogenins and 2,5-dihydroxybenzaldehyde. In addition, steroidal
spirochromenes without the phenolic hydroxyl group were pre-
pared in order to be employed as references in the radical scaveng-
ing activity test.

2. Experimental

Reactions were monitored by TLC on ALUGRAM®SIL G/UV254
plates from MACHEREY-NAGEL. Chromatographic plates were
sprayed with a 1% solution of vanillin in 50% HClO4 and heated
until color developed. Melting points were measured on a


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.steroids.2015.03.013&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.steroids.2015.03.013
mailto:martin.iglesias@unam.mx
http://dx.doi.org/10.1016/j.steroids.2015.03.013
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0039128X
http://www.elsevier.com/locate/steroids

M.A. Ramos-Enriquez et al./Steroids 98 (2015) 132-137 133

CH3
OH
HOOC
(o) CH3
CHs
trolox (3)

3,3'-dihydroxyisorenieratene (2)

Fig. 1. Some antioxidants.

H3CCOO H3CCOO’

H BF3-Et,0/CHCl,

(4) 5B, R'= H, R? = CH3 25S
(6) 50, R'= CH3, R?=H, 25R

(22R-5) 5B, R'= H, R? = CH3, 25S; 9.9%
(22R-7) 54, R'= CH3, R? = H, 25R; 30.0 %

H3CCOO

(225-5) 58, R'= H, R? = CH; 25S; 31.6%
(228-7) 50, R'= CH3, R? = H, 25R; 11.1%

Scheme 1. Aldol reaction between steroids sapogenins and salicylaldehyde.

Melt-Temp Il apparatus. Mass spectra were registered in a
Thermo-Electron spectrometer model DFS (Double Focus Sector).
NMR spectra were recorded in CDCI; solution in a Varian INOVA
400 spectrometer using the solvent signal 7.26 ppm for 'H and
77.00 ppm for '3C as references. All 2D NMR spectra were recorded
using the standard pulse sequences and parameters recommended
by the manufacturer and were processed employing the
MestreNova NMR processing program [See http://mestrelab.com/
]. NMR signals assignments were carried out with the aid of a
combination of 1D and 2D NMR techniques that included 'H, 3C,
'H-TH COSY, Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY),
Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) and
Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC).

General procedure for the preparation of spirochromenes

BF3-Et,0 (6 mL) was added to a solution of the steroid sapogenin
(1 mmol) and the aldehyde (2 mmol) in CH,Cl, (30 mL). And the
mixture was stirred at room temperature until the starting mate-
rial was consumed (~24 h). The reaction mixture was carefully
poured into ice and extracted with ethyl acetate (2 x 30 mL). The
organic layer was washed with water (10 x 15 mL) and a saturated
solution of NaCl (1 x 15 mL), dried (anh. Na,SO,4) and evaporated.
The obtained oil was purified in a chromatographic column packed
with silica gel to afford the desired spirochromenes.

Reaction of sarsasapogenin acetate (4) (458 mg, 1 mmol) with
salicylaldehyde (244 mg, 2 mmol) afforded (22R,255)-16p:22-
epoxy-22,2'-spiro-[chromene]-5B-cholestan-3,26-diol 3-monoac-
etate (22R-5). Yield 54.5 mg, (9.7%) (light yellow syrup). '"H NMR
(CDCl3, 400 MHz) & (ppm): 7.19-7.07 (m, 1H, H-7’), 7.02 (dd,
J=7.8,1.7 Hz, 1H, H-5'), 6.87 (ddd, J = 7.4, 6.2, 1.3 Hz, 2H, H-6'and
H-8'), 6.47 (s, 1H, H-4’), 5.07 (p, J= 2.7 Hz, 1H, H-3a), 4.73 (ddd,
J=11.0, 8.1, 5.0Hz, 1H, H-16a), 3.62 (dd, J=11.0, 4.6 Hz, 1H,
H-26a), 3.45 (dd, J=10.9, 4.9 Hz, 1H, H-26b), 2.54 (t, J=7.1 Hz,
1H, H-20B), 2.36 (dd, J = 14.0, 6.8 Hz, 1H, H-24a), 2.15-2.07 (m,

2H, H-17 and H-24b) 2.04 (s, 3H, CHs acetyl), 1.03 (d, /= 6.8 Hz,
3H, H-21), 0.99 (d, J = 7.7 Hz, 3H, H-27), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.89
(s, 3H, H-18). '3C NMR (100.52 MHz) & (ppm): 30.6 C-1, 24.9 C-2,
70.6 C-3, 31.6 C-4, 37.2 C-5, 26.4 C-6, 26.3 C-7, 35.0 C-8, 399
C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C-12, 41.2 C-13, 56.1 C-14, 29.7
C-15, 82.6 C-16, 60.6 C-17, 16.7 C-18, 23.8 C-19, 40.3 C-20, 14.7
C-21, 113.5 C-22, 130.9 C-23, 35.1 C-24, 35.7 C-25, 66.9 C-26,
17.1 C-27, 1254 C-4, 126.0 C-5, 1209 C-6/, 128.4 C-7', 115.5 C-
8, 151.3 C-9’, 120.8 C-10', 21.5 CHj3 acetyl, 170.7 C=0 acetyl. MS
(EI, 70 eV) m/z (%) 562(5.4) M*, 284(10.6), 269(24.7), 255(14.9),
243(21.7), 220(14.4), 219(100), 202(10.5), 201(63.5), 173(10.4),
161(14.7), 160(16.9), 159(29.2), 147(15.1), 145(13.9), 133(12.3),
131(14.8), 122(14.3), 121(15.1), 119(11.4), 107(27.8), 105(16.6),
95(14.3), 93(21.1), 91(15.7), 81(17.5), 79(15.4), 67(11.9), 55(11.1).

and

(22S,255)-16B:22-epoxy-22,2'-spiro-[chromene]-5B-cholestan-
3B,26-diol 3-monoacetate (22S5-5). Yield 178.1 mg (31.6%) (light
yellow syrup). 'H NMR (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 7.16-7.09 (m,
1H, H-7"), 7.06 (dd, J=7.7, 1.6 Hz, 1H, H-5'), 6.92-6.87 (m, 2H H-
6 and H-8), 6.48 (s, 1H, H-4'), 5.13-5.01 (m, 1H, H-3a), 4.68
(ddd, J=11.0, 8.1, 5.0 Hz, 1H, H-16at), 3.57 (dd, J=10.7, 5.9 Hz,
1H, H-26a), 3.51 (dd, J=10.7, 52Hz, 1H, H-26b), 2.57 (p,
J=6.9Hz, 1H, H-20p), 2.35 (ddd, J=14.7, 7.7, 1.1 Hz, 1H, H-24a),
2.18-2.10 (m, 1H, H-24b), 2.05 (s, 3H, CHs3 acetyl), 1.06 (d,
J=6.8Hz, 3H, H-21), 0.99 (d, J=6.2 Hz, 3H, H-27) 0.99 (s, 3H,
H-19), 0.89 (s, 3H, H-18). >C NMR (100.52 MHz) & (ppm): 30.6
C-1, 24.9 C-2, 70.6 C-3, 31.6 C-4, 37.2 C-5, 264 C-6, 26.3 C-7,
35.0 C-8, 39.9 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11, 40.3 C-12, 41.1 C-13,
56.1 C-14, 30.7 C-15, 82.4 C-16, 60.8 C-17, 16.6 C-18, 23.8 C-19,
39.4 C-20, 14.8 C-21, 112.8 C-22, 130.8 C-23, 36.8 C-24, 35.1 C-
25, 67.5 C-26, 17.4 C-27, 125.8 C-4, 126.1 C-5, 121.1 C-6/, 128.4
C-7’, 115.8 C-8, 151.2 C-9, 121.2 C-10, 21.5 CH3 acetyl, 170.7
C=0 acetyl. MS (El, 70eV) m/z (%) 562(5.5) M*, 284(10.4),
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269(25.6), 255(12.7), 243(22.9), 220(14.3), 219(100), 202(10.6),
201(65.4), 173(10.4), 161(14.3), 160(17.3), 159(30.1), 147(14.9),
145(13.9), 133(12.0), 131(14.6), 122(14.4), 121(14.7), 119(11.3),
107(26.9), 105(16.2), 95(13.9), 93(20.7), 91(15.0), 81(17.1),
67(11.5), 55(10.0).

Reaction of tigogenin acetate (6) (458 mg, 1 mmol) with sal-
icylaldehyde (244 mg, 2 mmol) afforded (22R,25R)-16p:22-epoxy-
22,2'-spiro-[chromene]-5a-cholestan-3B,26-diol  3-monoacetate
(22R-7). Yield 168.8 mg (30.0%) (light yellow syrup) 'H NMR
(400 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.11 (ddd, J=8.0, 7.3, 1.7 Hz,
1H, H-7’), 7.02 (dd, J=7.9, 1.6 Hz, 1H, H-5), 6.87 (dd, J=7.5,
6.8 Hz, 2H, H-6' Y H-8'), 6.47 (s, 1H, H-4’), 4.83-4.60 (m, 2H,
H-3a and H-16a), 3.63 (dd, J=10.9, 4.6 Hz, 1H, H-26a), 3.45 (dd,
J=10.9, 5.0 Hz, 1H, H-26b), 2.53 (p, J=6.9 Hz, 1H, H-20B), 2.36
(dd, J=14.0, 7.0 Hz, 1H, H-24a), 2.14-2.06 (m, 1H, H-24b), 2.02
(s, 3H, CHs; acetyl), 1.02 (d, J=6.8Hz, 3H, H-21), 1.00 (d,
J=6.5Hz, 3H, H-27), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.70
(ddd, J=12.2, 10.4, 43 Hz, 1H, H-9a). 3C NMR (100.52 MHz) &
(ppm): 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6,
32.1 C-7, 35.8 C-8, 54.1 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C-12, 41.1
C-13, 56.0 C-14, 31.6 C-15, 82.6 C-16, 60.5 C-17, 16.7 C-18, 12.2
C-19, 40.3 C-20, 14.7 C-21, 113.6 C-22, 130.9 C-23, 35.1 C-24,
34.8 C-25, 66.9 C-26, 17.1 C-27, 125.4 C-4, 126.0 C-5/, 120.9 C-6/,
128.4 C-7’, 1154 C-8, 151.4 C-9, 120.8 C-10/, 21.5 CH; acetyl,
170.7 C=0 acetyl. MS (EI, 70eV) m/z (%) 563(6.8) M"+1,
269(23.3), 243(24.6), 220(14.0), 219(100.0), 201(60.1), 161(11.7),
159(24.3), 147(10.6), 145(10.2), 131(1.2), 122(19.9), 121(11.8),
107(24.1), 105(12.1), 95(11.3), 93(16.1), 91(11.2), 81(14.9),
79(10.8).

and

(22S5,25R)-16B:22-epoxy-22,2'-spiro-[chromene]-5a-cholestan-
3B,26-diol 3-monoacetate (22S-7). Yield 62.6 mg (11.1%) (light yel-
low syrup) 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.12 (td,
J=7.7, 1.7 Hz, 1H, H-7'), 7.05 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-5), 6.91-
6.85 (m, 2H, H-6'and H-8'), 6.48 (s, 1H, H-4’), 4.68 (m, 2H, H-3a
and H-16a), 3.58 (dd, J=10.7, 5.9 Hz, 1H, H-26a), 3.51 (dd,
J=10.6, 5.2 Hz, 1H, H-26b), 2.56 (p, J=6.8 Hz, 1H, H-20B), 2.34
(dd, J=14.5, 7.6 Hz, 1H, H-24a), 2.19-2.09 (m, 1H, H-24b), 2.01
(s, 3H, CH3 acetyl), 1.06 (d, J=6.8Hz, 3H, H-21), 0.99 (d,
J=6.7 Hz, 3H, H-27), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.70
(ddd, J=11.7, 11.7, 43 Hz, 1H, H-9a). '3*C NMR (100.52 MHz) &
(ppm): 36.8 C-1, 27.4 C-2, 73.7 C-3, 33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6,
32.1 C-7, 34.8 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C-12, 41.0
C-13, 56.0 C-14, 31.5 C-15, 82.4 C-16, 60.7 C-17, 16.6 C-18, 12.2
C-19, 39.5 C-20, 14.8 C-21, 112.8 C-22, 130.8 C-23, 36.8 C-24,
35.1 C-25, 67.5 C-26, 17.4 C-27, 125.9 C-4/, 126.1 C-5, 121.1 C-6/,
128.4 C-7/, 115.8 C-8, 151.2 C-9/, 121.2 C-10/, 21.5 CH5 acetyl,
170.8 C=0 acetyl. MS (EI, 70 eV) m/z (%) 562 (M", 13), 456(21),
329(10), 315(13), 269(29), 255(11), 243(24), 220(15), 219(100),
202(11), 201(68), 161(13), 160(13), 147(11), 122(12), 107(15).

Reaction of sarsasapogenin acetate (4) (458 mg, 1 mmol) with
2,5-dihydroxybenzaldehyde (276 mg, 2 mmol) afforded
(22S,255)-16B:22-epoxy-22,2'-spiro-[chromene]-5B-cholestan-
3B,6,26-triol 3-monoacetate (22S-8). Yield 312.2 mg (53.9%). Mp.
204.1-205.4°C (amorphous solid). 'H NMR (400 aMHz,
Chloroform-d) & (ppm): 6.72 (d, J=8.6 Hz, 1H, H-8"), 6.57 (dd,
J=8.6, 2.9 Hz, 1H, H-7'), 6.43 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H-5"), 6.36 (s, 1H,
H-4’), 5.11-5.03 (m, 1H, H-3a), 4.62 (dt, J=9.3, 6.7 Hz, 1H, H-
16a), 3.57 (dd, J=10.7, 5.7 Hz, 1H, H-26a), 3.49 (dd, J=10.7,
5.2 Hz, 1H, H-26b), 2.54 (p, J=6.9Hz, 1H, H-20B), 2.30 (dd,
J=14.7, 8.1 Hz, 1H, H-24a), 2.21-2.10 (m, 1H, H-24b), 2.04 (s, 3H,
CHs acetyl), 1.05 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.98 (d, J= 6.8 Hz, 3H,
H-27), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.87 (s, 3H, H-18). >C NMR
(100.52 MHz) & (ppm): 30.6 C-1, 25.0 C-2, 70.8 C-3, 31.5 C-4,
37.2 C-5, 26.4 C-6, 26.3 C-7, 35.0 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 20.9
C-11, 40.3 C-12, 41.1 C-13, 56.1 C-14, 30.7 C-15, 82.4 C-16, 60.7

C-17, 16.6 C-18, 23.8 C-19, 39.1 C-20, 14.7 C-21, 1124 C-22,
131.5 C-23, 37.1 C-24, 349 C-25, 67.3 C-26, 17.6 C-27, 125.9 C-
4,112.4 C-5, 144.7 C-6/, 115.4 C-7', 116.4 C-8, 150.3 C-9/, 121.8
C-10/, 21.5 CHs acetyl, 170.9 C=0 acetyl. MS (EI, 70 eV) m/z (%)
579(MH*, 11), 578 (M*, 28), 456(16), 455(42), 269 (22), 259(44),
255(13), 236(14), 235(100), 234(60), 218(13), 217(87), 216(59),
215(11), 204(32), 201(15), 188(16), 177(12), 176(72), 175(25)
161(15), 147(21), 121(12), 107(16), 105(11), 93(13).

Reaction of tigogenin acetate (6) (1.832 g, 4 mmol) with 2,
5-dihydroxybenzaldehyde (1.104 g, 8 mmol) afforded (22R,25R)-
16B:22-epoxy-22,2'-spiro-[chromene]-5a-cholestan-3p,6,26-triol
3-monoaceta-te (22R-9). Yield 945.5 mg (40.8%). Mp. 162.1-
163.8 °C (amorphous solid). 'TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &
(ppm): 6.71 (d, J=8.6 Hz, 1H, H-8'), 6.57 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz, 1H,
H-7'), 6.45 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, H-5"), 6.35 (s, 1H, H-4'), 4.78-4.61 (m,
2H, H-3a and H-16a), 3.61 (dd, J=11.0, 4.7 Hz, 1H, H-26a), 3.46
(dd, J=10.9, 5.0 Hz, 1H, H-26b), 2.53 (q, J=7.0 Hz, 1H, H-208B),
2.35(dd, J=14.4, 7.2 Hz, 1H, H-24a), 2.09 (dd, J = 14.9, 6.5 Hz, 1H,
H-24b), 2.02 (s, 3H, CHs acetyl), 1.02 (d, J=13.4 Hz, 3H, H-21).
1.00 (d, J=12.9 Hz, 3H, H-27), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-
19). 3C NMR (100.52 MHz) & (ppm): 36.6 C-1, 27.4 C-2, 82.4 C-3,
33.9 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-6, 32.1 C-7, 34.8 C-8, 54.1 C-9, 354
C-10, 21.0 C-11, 40.0 C-12, 41.1 C-13, 56.0 C-14, 31.5 C-15, 82.4
C-16, 60.7 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-19, 39.8 C-20, 14.7 C-21, 113.1
C-22,131.6 C-23, 35.1 C-24, 35.6 C-25,66.9 C-26, 17.2 C-27,125.4
C-4', 1123 C-5, 144.8 C-6, 1153 C-7, 116.1 C-8, 150.1 C-9,
121.4 C-10, 21.4 CH;3 acetyl, 170.9 C=0 acetyl. MS (EI, 70 eV) m/z
(%) 579(MH*, 12), 578 (M*, 29), 456(15), 455(44), 269(22),
259(46), 236(14), 235(100), 234(68), 219(13), 217(94), 216(70),
215(11), 204(40), 203(10), 201(17), 199(10), 189(11), 188(19),
187(14), 177(14), 176(87), 175(31), 161(19), 147(24), 133(10),
122(13),121(14), 119(10), 107(21),95(11), 93(17), 91(11), 81(13).

»

3. Radical scavenging test

DPPH is a stable deep purple free radical with an absorption
peak at 517 nm, which disappears in the presence of a radical scav-
enger and when its free electron becomes paired. The degree of
decolorization can be taken as a measure of the antioxidant
capacity of a sample [33-36]. The DPPH method may be utilized
in aqueous and nonpolar organic solvents and can be used to
examine both hydrophilic and lipophilic antioxidants [36]. The
scavenging effects of samples with DPPH' were determined spec-
trophotometrically according to the method of Sreejayan and Rao
[37]. Briefly, 0.05 ml of the compounds being tested were dissolved
in ethanol, the compounds were added at different concentrations
(7-288 uM) to a ethanolic solution of 100 uM DPPH (2.95 ml). The
mixture was vortexed for 30 s and kept at room temperature for
20 min in the dark, absorbance was then measured at 517 nm.
Instead of the compounds, an equal amount of ethanol was added
to the control. The ethanolic solution of the radical DPPH- was pre-
pared daily and protected from light. Ascorbic acid and 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid Trolox (3) were
used as standards in a range of 4-70 pM. The percentage of radical
scavenging effect was calculated using the following Eq. (1).

Scavenging capacity (%) =1 — ((Asample — Asample blank) /Acontrot) X 100.
(1)

where Acontror Was the absorbance of the control (DPPH solution
without sample), Asample the absorbance of the test sample (DPPH
plus test sample), and the Asampie biank the absorbance of the sample
only (sample without DPPH solution).

The ICsq value, which is the concentration of the test compound
able to quench 50% of the free radicals, was calculated through
linear interpolation on a dose-response curve.
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4. Results and discussion
4.1. Synthesis

As we recently described [32], treatment of sarsasapogenin
acetate (4a) with salicylaldehyde and BF3-Et,0 in methylene chlo-
ride afforded the epimeric spirochromenes 22R-5 and 22S-5 after
24 h of reaction. An extension of this methodology to tigogenin
acetate (6) produced the diastereomeric spirochromenes 22R-7
and 22S8-7 (Scheme 1).

A plausible reaction mechanism should comprise, BF3-Et,0-cat-
alyzed F-ring opening to produce the enol ether Il which under-
goes aldol condensation with the aldehyde to produce the
intermediate IV. Ring closure through the phenolic hydroxyl group
placed at position C-2’ of the aromatic ring, followed by elim-
ination produces the observed spirochromenes, (Scheme 2).

The configuration at C-22 in the obtained compounds can be
easily corroborated with the aid of NOESY experiments. While in
the 22R derivatives the strong H-18 «— H-24 and H-20 < H-24
NOE correlations indicate that the aliphatic fragment that includes
atoms C-23 to C-27 is placed in the B-side of the E-ring, in the 22§
epimers, the observed H-16 < H-24 NOE correlation indicates that
the aliphatic fragment has the o-orientation (Scheme 1).

Surprisingly, the distribution of the products in each reaction
shows a clear dependence with the configuration at C-25.
Meanwhile sarsasapogenin acetate (4) belonging to the 25S series
gives rise to the 22S spirochromene as the major product, in the
case of the 25R-sapogenin 6, the predominating compound is the
22R epimer (Scheme 1).

Interestingly, the reactions of the acetylated sapogenins 4 (25S)
and 5 (25R) with 2,5-dihydroxybenzaldehyde in the same condi-
tions described above, produced only one epimer, in each reaction
with opposite configuration at C-22 (Scheme 3). The configuration
at C-22, in both compounds, was corroborated in NOESY experi-
ments as described in Scheme 1.

The results of the above described reactions clearly show that
while the reaction of the 25S sapogenin 6, produces the 22S
diastereomers as major compounds, in the same reaction with
tigogenin acetate (6), that belongs to the 25R series, the production
of 22R diastereomer is favored.

Although there is clear evidence on the influence of the config-
uration at C-25 in the distribution of the C-22 diastereomers, so far,

this fact has no certain explanation. It seems logic that the config-
uration at C-25 should exert a significant influence in the
diastereoselectivity of the aldol reaction leading to the inter-
mediate IV that bears two new chiral centers. The configuration
of those new chiral centers should determine the preferred direc-
tion of the ring closure and consequently the 22R/22S diastere-
omeric relation. Further studies directed to understand the effect
of the configuration at C-25 in the course of the tandem aldolic
condensation-spiroketalization process are on development.

4.2. Antioxidant activity

The antioxidant activity test of both starting steroid sapogenins
4 and 6 showed that, as expected, neither the spiroketal side chain
nor the steroid skeleton of these compounds have radical scaveng-
ing capacity. Condensation of 4 or 6 with salicylaldehyde led to the
inactive compounds 22R-5, 22S-5, 22R-7 and 22S-7 that bear spir-
ochromene side chains that are closely related with the pharmaco-
phoric core present in tocopherol (1) and Trolox (3) but lacks the
phenolic hydroxyl group. In contrast, compounds 225-8 and 22R-
9 that bear a phenolic hydroxyl group attached to position C-6'
of the spirochromene side chain, and were obtained by con-
densation with 2,5-dihydroxybenzaldehyde, showed significant
activity as radical scavengers.

The assessment of DPPH scavenging capacity showed that both
22S-8 and 22R-9 were able to scavenge this radical (Fig. 2, Table 1).
The dependence of the extent of DPPH scavenging by the tested
compounds was linear (data not shown). The scavenging capacity
(%) was found to increase with increasing concentrations of these
compounds in the DPPH assay. It was observed that at any given
concentration (4-289 uM) 22S-8 and 22R-9 had significant
antioxidant capacity, but lower than those of ascorbic acid and
Trolox (3) (4-50 uM and 8-70 uM, respectively) (Fig. 2). DPPH
radical scavenging activity expressed as ICsq values of tested com-
pounds is presented on Table 1.

The DPPH method is based on the reduction of alcoholic DPPH
solution in presence of a hydrogen donating antioxidant leading to
the formation of a non-radical form of DPPH; this modification is
visually noticeable as a discoloration from purple to yellow [38-44].

In the present study, Trolox (3) was dissolved in ethanol, since it
can be used as the antioxidant standard to report the relative radi-
cal scavenging capacities of both hydrophilic and lipophilic

X= H, OH, (R'= CH3, R?=H 25R); (R'=H, R%= CH; 25S)

Scheme 2. Plausible reaction mechanism.
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H BF3-Eto,O/CH,Cl»

BF3-Et,0/CH,Cl,

HsCCOO!
H

(225-8); 53.9%

H3CCOO
H

(22R-9); 40.8%

Scheme 3. Aldol reaction between steroids sapogenins and 2,5-dihydroxybenzaldehyde.
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Fig. 2. Comparison of the antioxidant capacity of ascorbic acid (O), Trolox (3) (M),
225-8 (®) and 22R-9 (O), and using the DPPH method. Symbols represent
mean = SEM of the three assays in triplicate. In the majority of the cases, the SEM
value is lower than the size of the symbols.

antioxidants, which makes it possible to directly compare the
DPPH scavenging capacities of these antioxidants [45]. It has been
observed that DPPH scavenging activity of phenolics is positively
correlated with the number of hydroxyl groups [46]. ICso values

Table 1

Concentration required to reach 50% inhibition.
Sample ICs0 (UM)
Ascorbic acid 20.05+1.26
Trolox (3) 27.32+0.72
225-8 68.81 +2.00*>¢
22R-9 48.49 £2.64*°

Data are expressed as mean + SEM. Determinations were made in triplicate.
2 p <0.005 vs ascorbic acid.
b p<0.005 vs Trolox (3).
€ p<0.005 vs 22R-9.

of ascorbic acid, Trolox (3), 225-8 and 22R-9 were: 20.05 * 1.26,
27.32+0.72,68.81 £ 2.00 and 48.49 + 2.64 1M respectively, which
correlates with the number of hydroxyl groups of each compound.
Interestingly, although both 22S-8 and 22R-9 possess one hydroxyl
group attached to position C-6/, their ICsy values are statistically
different (p < 0.005). That suggests that the configurations at C-
22 and or C-25 may exert a significant influence in the scavenging
capacity.

5. Conclusion

Tandem aldol condensation between steroid sapogenins and
2,5-dihydroxybenzaldehyde produced 6'-hydroxy spirochromenes
that showed significant activity as radical scavengers. The fact that
the active compounds can be easily obtained in a single step from
these readily available natural products, paves the way for the pro-
duction of new steroidal antioxidants. Preparation of additional
members of this new family of compounds as well as studies of
their chemical reactivity and radical scavenging properties are on
development.
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Treatment of 23E-benzylidenespirostanes with BFs-Et,0 in 2/1 acetic acid/CH,Cl, led to novel steroids
bearing a spiro[furan-indene] moiety in the side chain. When steroid sapogenins were treated with ben-
zaldehyde and BF;-Et,0 in the same mixture of solvents, similar compounds were obtained. The struc-
tures of the novel spirocyclic steroids were confirmed by NMR and X-ray diffraction.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Steroid sapogenins have served as starting materials in the
synthesis of a wide variety of bioactive steroids that include
adrenocortical hormones,' plant grow promoting substances,’
cephalostatins and ritterazines,> and antioxidants,” among many
others.” Since the preparation of bioactive steroids starting from
this family of compounds implies the modification or cleavage of
the spiroketal side chain, considerable attention has been devoted
to the development of new methods for the transformation on this
fragment.® In particular we have recently described that treatment
of acetylated steroid sapogenins with benzaldehyde and a large
excess of BF3-Et,0 in CH,Cl, produced good yields of 23E-benzyli-
denspirostanes. (Scheme 1).5¢

A study to produce a more environment friendly procedure led
us to change the conditions of the aldol condensation in a way that
the amount of BFs;-Et,0 can be reduced. During the course of this
study, we found that the simple change of solvent from CH,Cl, to
2/1 acetic acid/CH,Cl, allowed the reduction in the amount of BF3-
-Et,0 necessary to produce the above mentioned aldol condensa-
tion and also promoted an unexpected rearrangement that
produces hereto unknown spirocyclic steroids bearing a spiro[fu-
ran-indene| moiety in the side chain.

* Corresponding author. Tel./fax: +52 55 56223899x44417.
E-mail address: martin.iglesias@unam.mx (M.A. Iglesias-Arteaga).

http://dx.doi.org/10.1016/j.tetlet.2016.04.032
0040-4039/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Results and discussion

When a solution of 1 mmol of tigogenin acetate (1a) in 2/1
acetic acid/CH,Cl, mixture (9 mL) was treated with benzaldehyde
(2 mmol) and BF3-Et,0 (0.6 mL) the expected 23E-benzyliden-
spirostane 2a was produced in 41.5% yield after 4.5 h. Surprisingly
during the same treatment of 1b, the expected 23E-benzyliden-
spirostane 2b was slowly produced together with a more polar
compound that arose after 24 h (TLC). Consumption of the staring
material 1b was achieved only after 50h and no trace of the
expected 23E-benzylidenspirostane 2b was observed in TLC after
that time. Chromatographic separation of the reaction mixture
afforded the unexpected compound 3b in 50.9% (Scheme 2 Eq. 1,
Table 1 entry 2). The same reaction with tigogenin acetate (1a)
afforded the corresponding compound 3a in only 19.7% after 63 h
(Scheme 2 Eq. 1, Table 1 entry 1). Additionally, when solutions of
our previously reported 23E-benzylidenespirostanes 2a and 2b°®
(1 mmol) in 2/1 acetic acid/CH,Cl, mixture (9 mL) were treated
with BF3-Et;0 (0.6 mL), compounds 3a and 3b were produced in
almost similar yields as described above (Scheme 2 Eq. 2;
Table 1, entries 3 and 4).

The hereto unknown compounds 3a and 3b bear an indene moi-
ety fused to the furostane side chain through positions C-22 (spiro)
and C-23 (olefinic). Assignments of the NMR signals and elucidation
of the structures of the new spirocyclic compounds were carried
out employing a combination of 1D and 2D NMR techniques that
included 'H, '3C, HSQC, HMBC, NOESY, and COSY. The observed
H-6' < H-16 and H-6’ <~ H-17 NOE effects indicate that the bond
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H 4a)R=HH
1b)R=0

i) benzaldehyde, BF3-Et,O CH,Cly

H 2a)R=HH
2b)R=0

Scheme 1. Synthesis of 23E-benzylidenespirostanes.

(1a) R=H,H
(1b)R= 0

(3a) R= HH
(3b)R=0

eq. 2

(2a) R= HH
(2b)R=0

i) benzaldehyde, BF3°Et,0, AcOH/CH,CI; (2/1); i) BF3*Et20, AcOH/CHCI, (2/1)

Scheme 2. Synthesis of the spiro[furan-indenes] 3a and 3b.

Table 1
Synthesis of the spiro[furan-indenes] 3a and 3b
Entry Starting material Product Time (h) Yield (%)
1 1a 3a 63 19.7
2 1b 3b 50 50.9
3 2a 3a 48 13.2
4 2b 3b 48 404

between C-22 and the phenyl ring is oriented to the o-side of
the steroid nucleus, which results in the 22R configuration
(see Scheme 2). X-ray diffraction of compound 3b corroborated
the proposed structures (Fig. 1).”
(22R,25R)Indene[9,8:22,23]-5a-furostan-3p3,26-diol diacetate
(3a) Mp. 194.5-196.7 °C (from CH,Cl,/MeOH). 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7.35-7.29 (m, 1H, H-2"), 7.16 (td, J=7.4, 1.1 Hz, 1H, H-
3’), 7.12-7.09 (m, 1H, H-5'), 7.05 (td, J=7.4, 1.3 Hz, 1H, H-4'),
6.36 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-7'), 4.99 (dt, J=9.2, 7.0 Hz, 1H, H-160),
470 (tt, J=11.3, 49Hz, 1H, H-3a), 4.09-3.92 (m, 2H, H-26),
2.58-2.52 (m, 1H, H-208B), 2.49 (ddd, J=15.3, 5.2, 1.8 Hz, 1H, H-
24a), 2.31 (ddt, J=13.2, 6.5, 1.7 Hz, 1H, H-125), 2.20 (dd, J=9.3,
7.8 Hz, 1H, H-17a), 2.07 (s, 3H, CH3 acetyl), 2.05 (d, J=1.6 Hz,
1H, H-24b), 2.02 (s, 3H, CHs acetyl), 0.99 (s, 3H, H-18), 0.98 (d,
J=6.5Hz, 3H, H-27), 0.87 (s, 3H, H-19), 0.72 (td, J=11.8, 10.4,
3.1, 1H, H-9a1), 0.55 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21). 13C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 36.7 C-1, 27.5 C-2, 73.7 C-3, 34.0 C-4, 44.7 C-5,
28.5 C-6, 32.2 C-7, 35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.3

C- 12, 41.6 C-13, 56.7 C-14, 32.5 C-15, 84.3 C-16, 63.2 C-17, 16.9
C-18, 12.3 C-19, 36.2 C-20, 15.3 C-21, 101.2 C-22, 148.5 C-23,
31.0 C-24, 31.4 C-25, 69.6 C-26, 17.1 C-27, 128.5 C-7', 142.8 C-1/,
124.0 C-2', 1279 C-3, 124.6 C-4, 120.6 C-5, 145.5 C-6/, 21.5,
21.0 2 x CHs acetyl, 170.7, 171.2 2 x C=0 acetyl.

(22R,25R)Indene[9,8':22,23]-3B,26-diacetoxy-5a-furostan-12-
one (3b) Mp. 249.0-249.3°C (from acetone/hexane). 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 7.33 (d, J=7.4Hz, 1H, H-2'), 7.18 (td, J=7.4,
1.0 Hz, 1H, H-3’), 7.13-7.09 (m, 1H, H-5'), 7.07 (td, = 7.4, 1.3 Hz,
1H, H-4'), 6.38 (d, J=1.5Hz, 1H, H-7'), 4.92 (td, =84, 7.3,
4.2 Hz, 1H, H-16a), 4.77-4.56 (m, 1H, H-3a), 4.15-3.87 (m, 2H,
H-26), 3.04 (dd, = 9.4, 8.1 Hz, 1H, H-17a), 2.44 (1H, m, H-24a),
2.39 (m, 1H, H-20B), 2.30 (m, 1H, H-25), 2.07 (s, 3H, CH3 acetyl),
2.03 (s, 3H, CH3 acetyl), 2.01 (m, 1H, H-24b), 1.26 (s, 3H, H-18),
0.98 (d, J=6.7 Hz, 3H, H-27), 0.95 (s, 3H, H-19), 1.19 (m, 1H, H-
9a), 0.64 (d, J=6.8 Hz, 3H, H-21). '3C NMR (100 MHz, CDCl3) 6
ppm: 36.2 C-1, 27.2 C-2, 73.1 C-3, 33.8 C-4, 44.5 C-5, 28.1 C-6,
32.5 C-7, 34.2 C-8, 55.5 C-9, 36.1 C-10, 37.7 C-11, 213.0 C- 12,
55.8 C-13, 56.0 C-14, 32.0 C-15, 82.5 C-16, 53.9 C-17, 16.5 C-18,
11.9 C-19, 36.7 C-20, 14.0 C-21, 101.2 C-22, 147.9 C-23, 30.9 C-
24, 31.3 C-25, 69.5 C-26, 17.0 C-27, 128.8 C-7/, 142.6 C-1’, 124.0
C-2, 128.1 C-3, 124.7 C-4, 120.6 C-5, 145.1 C-6/, 214, 21.0
2 x CHs acetyl, 170.6, 171.1 2 x C=0 acetyl.

In a rational reaction pathway, activation of acetic acid by
BF3-Et,0 leads to acetylation of the hydroxyl group attached to
C-26, that results on the F-ring opening and concomitant generation
of the carbocation 1. Resonance weakens the C-23-C-23' double
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BF3+Et,0

rotation arround
C-23-- C23°

Scheme 3. Plausible reaction mechanism.

bond and permits rotation, placing the phenyl ring near to the carbo-
cation at C-22 and allowing the internal SgAr that locks the indene
moiety through the spiro carbon at C-22 (Scheme 3).

Production of the spiro[furan-indene] steroids 3a and 3b
directly from the corresponding steroid sapogenins 1a and 1b
can be rationalized in terms of a tandem process that includes
our previously reported aldol condensation of steroid sapogenins
with benzaldehyde to produce 23E-benzylidenespirostanes®®
followed by the described rearrangement.

Although experimental results clearly indicate that the pres-
ence of a carbonyl function at C-12 plays a determinant role in
the yield of the reaction, no explanation for this effect appears con-
vincing. Further studies are directed at clarifying the effect of the
C-12 carbonyl function on the reaction rate, improving overall
reaction yields, and extending the synthetic applications of this
new reaction to other spiroketalic compounds.

Conclusions

Treatment of 23E-benzylidenespirostanes with BF;-Et,0 in 2/1
acetic acid/CH,Cl, triggers a rearrangement that produces novel
steroids bearing a spiro[furan-indene] moiety in the side chain.
When steroid sapogenins were treated with benzaldehyde and
BF;-Et,0 in the same mixture of solvents, similar compounds were
obtained through a tandem process that includes our previously
reported aldol condensation of steroid sapogenins with benzalde-

hyde to produce 23E-benzylidenespirostanes®® followed by the
described rearrangement.
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BF3Et,O-catalyzed aldol condensation of steroid sapogenins with 2-formyl-estradiol diacetate afforded two
novel classes of steroid dimers in which an estrogenic core is attached to the spirostanic side chain of an steroid
sapogenin through an exocyclic double bond in position C-23, or through a spiro centre in C-22.

1. Introduction

Steroid dimers have evolved from simple curiosities isolated from
the nature [1a] or side products of some reactions, [1b] to a developing
field in which synthetic compounds designed to develop or explore
physical, biological or chemical properties are constantly added to an
increasing number of naturally occurring dimers that also exhibit in-
teresting properties [2].

As result of our ongoing program on the exploration of the reactivity
of spirostanic steroid sapogenins we recently reported that treatment of
the acetylated tigogenin acetate (1) with benzaldehyde and BF3Et,O
led to E-23(23’)-benzylidenespirostanes in good yield (Scheme 1
equation 1) [3a]. Additionally, when benzaldehyde was replaced by
salicylaldehyde or 2,5-dihydroxybenzaldehyde the corresponding
steroid spirochromenes 3a and 3b were respectively produced (Scheme
1, equation 2) [3c]. Similar results were obtained with other steroid
sapogenins that were submitted to such reaction conditions [3a,c,d].

While spirochromenes as 3b, bearing an extra hydroxyl group in the
aromatic ring, exhibited interesting properties as radical scavengers
[3c], the saponification of the E-23(23")-benzylidenspirostanes yielded
E-23(23’)-benzylidenespirostanols that showed moderate cytotoxicity
against different lines of cancer cells [3d].

As a part of our recently initiated program for the synthesis and
study of the properties of steroid dimers [4], we envisaged similar
BF3Et,0O-catalyzed aldol condensations of acetylated steroid sapogenins
with 2-formyl-estradiol diacetate (4) as alternatives for the develop-
ment of novel hybrid steroids dimers in which an estrogenic core,
coming from the animal kingdom, is attached to the side chain of
naturally occurring steroid sapogenins isolated from plants which have

* Corresponding author.
E-mail address: martin.iglesias@unam.mx (M.A. Iglesias-Arteaga).
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been reported to exert antiproliferative activity against cancer cells [5]
or beneficial effects on some metabolic[6] or cardiac diseases [7]. Here
in we report on the synthesis and characterization of steroid hybrid
dimers derived from the BF3Et,O-catalyzed aldol condensation of ti-
gogenin and sarsasapogenin acetates (1a and 1b) with 2-formyl-estra-
diol diacetate (4)

2. Experimental

General: Reactions were monitored by TLC on ALUGRAM® SIL G/
UV254 plates from MACHEREY-NAGEL. Chromatographic plates were
sprayed with a 1% solution of vanillin in 50% HClO, and heated until
color developed. Melting points were measured on a Melt-Temp II ap-
paratus. NMR spectra were recorded in CDCl3 solutions in a Varian
INOVA 400 spectrometer (400 MHz and 100.53 MHz for 'H and '3C)
using the solvent signals as references. All 2D NMR spectra were re-
corded using the standard pulse sequences and parameters re-
commended by the manufacturer and were processed employing the
MestreNova NMR processing program [see http://mestrelab.com/].
HRMS (ESI) were recorded in an Agilent spectrometer.

2.1. Synthetic procedure

BF3Et;0 (3mL) was added to a solution of the acetylated steroid
sapogenin 1la or 1b (229.3 mg, 0.5 mmol) and 2-formyl-estradiol dia-
cetate (4) (288.4mg, 0.75 mmol) in CH,Cl, (15mL), and the mixture
was stirred at room temperature for 6 h (CCD hexane:AcOEt, 8:1 eluted
twice). The reaction mixture was carefully poured into ice and diluted
with ethyl acetate (50 mL). The organic layer was washed with water
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(8 x 25 mL) and a saturated solution of NaCl (1 x 25 mL), dried (anh.
Na,SO,) and evaporated. The obtained oily mixture of compounds was
separated in a chromatographic column packed with silica gel (30 g)
and eluted with hexane:AcOEt 15:1 mixture to afford the desired di-
mers.

2.2. From tigogenin acetate (1a)

Dimer 5a: Yield 161mg (39%) Amorphous solid, Mp.
171.2-172.1 °C (from hexane/ethyl ether). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) &
ppm: 7.11 (s, 1H, H-1"), 6.75 (s, 1H, H-4"), 6.30 (s, 1H, H-23"), 4.67 (m,
2H, H-3 and H-17"), 4.42 (dt, J = 9.0, 7.1 Hz, 1H, H-16), 3.53 (m, 2H,
H-26), 2.91-2.80 (m, 2H, H-6"), 2.56 (p, J = 6.6 Hz, 1H, H-20), 2.49
(ddd, J = 13.4, 4.5, 1.5 Hz, 1H, H-24 eq.), 2.22 (s, 3H, CH3 acetyl), 1.06
(d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.83 (s, 3H, H-18"), 0.80
(s, 3H, H-18), 0.77 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27). '>*C NMR (100.53 MHz,
CDCl3) 8 ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.5 C-
6, 32.2C-7, 35.0 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11, 40.1 C- 12, 40.8 C-
13, 56.1 C-14, 31.6 C-15, 80.5 C-16, 61.6 C-17, 16.6 C-18, 12.2 C-19,
36.9 C-20, 14.7 C-21, 110.2 C-22, 138.6 C-23, 33.5 C-24, 33.1 C-25,
66.1 C-26, 17.1 C-27, 117.8 C-23’, 127.6 C-1’, 137.7 C-2’, 146.4 C-3’,
121.8 C-4’, 137.0 C-5/, 29.2 C-6’, 27.0 C-7’, 38.2 C-8’, 44.0 C-9’, 127.1
C-10%, 26.0 C-117, 36.8 C-127, 42.9 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2 C-15/, 27.5 C-
16’, 82.6 C-17/, 12.0 C-18’, 21.4, 20.9, 21.2 3 x CH3 acetyl, 170.7,
169.4, 171.2 3 X C=0 acetyl. HRMS (ESI) Observed 825.5304
CsoH7505 (MH™) requires 825.5305.

Dimer 6a: Yield 32mg, (8.1%). Amorphous solid, Mp.
185.9-187.6 °C (from CH,Cl,/methanol). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) &
ppm: 6.93 (s, 1H, H-19, 6.60 (s, 1H, H-4"), 6.43 (s, 1H, H-23"), 4.77 -
4.59 (m, 3H, H-3, H-16 and H-17’) 3.62 (dd, J = 11.0, 4.6 Hz, 1H, H-
26a), 3.43 (dd, J = 11.0, 4.9 Hz, 1H, H-26b), 2.80 (dd, J = 8.6, 4.2 Hz,
2H, H-6"), 2.52 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 2.33 (dd, J = 14.1, 7.2 Hz,
1H, H-24), 2.05 (s, 3H, CHj3 acetyl), 2.01 (s, 3H, CHj3 acetyl), 1.01 (d,
J = 6.8 Hz, 3H H-21), 0.98 (d, J = 6.5Hz, 3H, H-27), 0.88 (s, 3H, H-
18), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.80 (s, 3H, H-18"). 3¢ NMR (100.53 MHz,
CDCl3) 8 ppm: 36.7 C-1, 27.4 C-2, 73.6 C-3, 34.0 C-4, 44.6 C-5, 28.4 C-
6,32.2C-7, 35.8 C-8, 54.2 C-9, 35.6 C-10, 21.0 C-11,40.1 C- 12, 41.1 C-
13, 56.0 C-14, 31.6 C-15, 82.4 C-16, 60.6 C-17, 16.7 C-18, 12.2 C-19,
40.1 C-20, 14.7 C-21, 113.5 C-22, 130.0 C-23, 35.1 C-24, 34.8 C-25,
66.9 C-26, 17.1 C-27, 125.7 C-23’, 122.9 C-1’, 118.5 C-2’, 149.2 C-3’,
115.3 C-4/,132.8 C-5, 29.6 C-6’, 26.3 C-7, 38.4 C-8’, 43.7 C-9, 137.4 C-
107, 27.2 C-117, 36.9 C-12’, 42.9 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2 C-15/, 27.5 C-
16/, 82.7 C-17’, 12.0 C-18’, 21.4, 21.2 x CHj3 acetyl, 170.7, 171.2
2 X C=0 acetyl. HRMS (ESI) Observed 783.5197 CsoH,,0, (MH™)
requires 783.5200.

2.3. From sarsasapogenin acetate (1b)

Dimer 5b Yield 91.4mg (44.3%). Amorphous solid, Mp.
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Scheme 1. Synthesis of benzylidenespirostane 2
and spirochromenes 3a and 3b.

3b R=OH

163.8-166.6 °C (from acetone/methanol). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) &
ppm: 7.11 (s, 1H, H-1%), 6.74 (s, 1H, H-4"), 6.45 (s, 1H, H-23"), 5.07 (m,
1H, H-3), 4.68 (dd, J =9.2, 7.6Hz, 1H, H-17"), 4.45 (dt, J = 9.0,
7.0 Hz, 1H, H-16), 4.05 (dd, J = 10.9, 3.6 Hz, 1H, H-26 ax.), 3.30 (dt,
J=11.0, 1.7Hz, 1H, H-26eq.), 2.84 (m, 2H, H-6"), 2.59 (ddd,
J =13.7, 5.3, 1.9Hz, 1H, H-24 eq.), 2.50 (dq, J = 6.7 Hz, 1H, H-20),
2.22 (s, 3H, CHj3 acetyl), 2.05 (s, 3H, CHj acetyl), 2.04 (s, 3H, CH3
acetyl), 1.08 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-21), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.94 (d,
J = 7.2 Hz, 3H, H-27), 0.81 (s, 3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-18"). 13C NMR
(100.53 MHz, CDCl3) 8 ppm: 30.6 C-1, 25.0 C-2, 70.7 C-3, 31.6 C-4,
37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.4 C-7, 35.3 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11,
40.3 C- 12, 41.0 C-13, 56.3 C-14, 30.7 C-15, 80.9 C-16, 61.8 C-17, 16.6
C-18, 23.8 C-19, 38.6 C-20, 14.6 C-21, 111.0 C-22, 137.5 C-23, 31.3 C-
24, 30.3 C-25, 65.0 C-26, 17.6 C-27,119.9 C-23’,127.5 C-1/,137.6 C-2’,
146.4 C-3’, 121.7 C-4, 136.9 C-5/, 29.2 C-¢’, 27.0 C-7’, 38.2 C-8, 44.0
C-9,127.1 C-107, 26.1 C-117, 36.8 C-12’, 42.8 C-13’, 49.8 C-14’, 23.2 C-
15%, 27.5 C-16’, 82.6 C-17’, 12.1 C-18’, 21.5, 20.8, 21.2 3 x CH; acetyl,
170.7, 169.3, 171.2 3 x C=O0 acetyl. HRMS (EI) Observed 824.5240
Cs2H7205 (M ™) requires 824.5227.

Dimer 6b Yield 11.3mg (6.0%). Amorphous solid, Mp.
231.7-233.4 °C (from CH,Cl,/methanol). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) &
ppm: 6.97 (s, 1H, H-1"), 6.63 (s, 1H, H-4"), 6.45 (s, 1H, H-23’), 5.07 (m,
1H, H-3), 4.66 (m, 2H, H-16, H-17"), 3.57 (dd, J = 10.6, 5.9 Hz, 1H, H-
26a), 3.51 (dd, J = 10.7, 5.0 Hz, 1H, H-26b), 2.81 (m, 2H, H-6"), 2.54
(p, J = 7.0 Hz, 1H, H-20), 2.17 (s, 3H, CH; acetyl), 2.05 (s, 6H, 2 x CH3
acetyl), 1.05 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.97 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-27),
0.98 (s, 3H, H-19), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.80 (s, 3H, H-18"). *C NMR
(100.53 MHz, CDCl3) 8 ppm: 30.6 C-1, 25.0 C-2, 70.7 C-3, 31.6 C-4,
37.3 C-5, 26.4 C-6, 26.3 C-7, 35.2 C-8, 40.0 C-9, 35.0 C-10, 20.9 C-11,
40.4 C- 12, 41.1 C-13, 56.2 C-14, 30.7 C-15, 82.8 C-16, 60.9 C-17, 16.6
C-18, 23.8 C-19, 39.3 C-20, 14.7 C-21, 112.7 C-22, 129.9 C-23, 37.3 C-
24, 35.0 C-25, 67.6 C-26, 17.6 C-27,126.2 C-23,123.1 C-1/,118.9 C-2/,
149.1 C-3%, 115.6 C-4’, 133.0 C-5/, 29.7 C-6’, 27.2 C-7’, 38.5 C-8’, 43.7
C-9%,137.4 C-107, 26.5 C-11/, 36.9 C-12/, 42.9 C-13/, 49.8 C-14, 23.3 C-
15, 27.6 C-16’, 82.3 C-17, 12.0 C-18’, 21.2, 21.5 2 x CH; acetyl,
170.8,171.3 2 x C=O0 acetyl. HRMS (EI) Observed 782.5127 C5oHc0,
(M™) requires 782.5122.

3. Results and discussion

When a solution of tigogenin acetate (1a) and 2-formyl-estradiol
diacetate (4) [8] in dry CH,Cl, was treated with BF3Et;0 for 6h, a
mixture of the dimeric steroids 5a and 6a and several inseparable minor
side products was produced. Chromatography separation afforded 5a
and 6a in 39% and 8.1% yields, respectively. Similar treatment of
sarsasapogenin acetate (1b) led to the corresponding dimers 5b
(44.3%) and 6b (6.0%) (Scheme 2).

Characterization and assignments of NMR signals were carried out
with the aid of a combination of 1D and 2D NMR techniques that
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) 180 OOCCHj3

Scheme 2. Synthesis of dimeric steroids 5a,b and 6a,b. Selected NOE correlations.

Selected 'H signals of the obtained steroid dimers (8 ppm).

Dimer 5a Dimer 5b Dimer 6a Dimer 6b
Sapogenin core
H-3  4.67(m)" 5.07(m) 4.68 (m) * 5.07(s)
H-16  4.42 (dv 4.45(dt) 4.68 (m) * 4.66(m)m
H-18 0.80 (s) 0.81(s) 0.88 (s) 0.88(s)
H-19 0.84 (s) 0.98(s) 0.83 (s) 0.98(d)
H-20 2.56 (dq) 2.50(dq) 2.52 (dq) 2.54(dq)
H-21 1.06 (d) 1.08(d) 1.01 (d) 1.05(d)
H-24. 2.49 (ddd) eq. 2.59(ddd) eq 2.33 (dd) 2.30(m)
H-26  3.53 (m) 4.05(dd), 3.62 (d), 3.43 3.57(dd),
3.30(ddd) (dd) 3.51(dd)
H-27 0.77 (d) 0.94(d) 0.98 (d) 0.97(d)
H-23  6.30 (s) 6.45(s) 6.43 (s) 6.45(s)
Estradiol core
H-1" 7.11 (s) 7.11(s) 6.93(s) 6.97(s)
H-4 6.75 (s) 6.74(s) 6.60 (s) 6.63(s)
H-6" 2.84(m) 2.84(m) 2.80 (m) 2.81(m)
H-177  4.67(m)* 4.68(dd) 4.68 (m) * 4.66(m)m
H-18 0.83 (s) 0.83(s) 0.80 (s) 0.80(s)

*, * m Overlapped.
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included 'H, '3C, COSY, Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
(NOESY), Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) and
Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC). The most salient 3
and 3C signals are collected in Tables 1 and 2. The E geometry of the
exocyclic 23-23’ double bond in dimers 5a,b as well as the config-
uration of the C-22 chiral spirocenter in compounds 6a,b were verified
by observation of NOE correlations (See Scheme 2).

Interestingly the obtained spirochromenes 6a (from tigogenin
acetate 1a) and 6b (from sarsasapogenin acetate 1b) have the opposite
configuration at C-22 as we recently described for non dimeric spir-
ochromenes derived from the same steroid sapogenins [3c].

Our previously proposed mechanism for the production of benzyli-
denespirostanes [3a] also applies for the generation of dimers 5a and
5b. BF3Et,O-catalyzed deacetylation of the fenolic hydroxyl in 4 ex-
plains the occurrence of the dimeric spirochromenes 6a and 6b that
may be generated through the mechanism that produced our previously
reported spirochromenes 3a,b [3c].

4. Conclusion

BF3Et,0O-catalyzed aldol condensation of acetylated steroid sapo-
genins with 2-formyl-estradiol diacetate (4) afforded two novel classes
of steroid dimers in which an estrogenic core is attached to the



M.A. Ramos-Enriquez, M.A. Iglesias-Arteaga

Table 2
Selected '>C signals of the obtained steroid dimers (8 ppm).

Dimer 5a Dimer 5b Dimer 6a Dimer 6b
Sapogenin core
C-3 73.6 70.7 73.6 70.7
C-16 80.5 80.9 82.4 82.8
C-17 61.6 61.8 60.6 60.9
C-18 16.6 16.6 16.7 16.6
C-19 12.2 23.8 12.2 23.8
C-21 14.7 14.6 14.7 14.7
C-22 110.2 111.0 113.5 112.7
C-23 138.6 137.5 130.0 129.9
C-26 66.1 65.0 66.9 67.6
Cc-27 17.1 17.6 17.1 17.6
C-23 117.8 119.9 125.7 126.2
Estradiol core
C-1’ 127.6 127.5 122.9 123.1
C-2 137.7 137.6 118.5 118.9
C-3’ 146.4 146.4 149.2 149.1
Cc-4 121.8 121.7 115.3 115.6
C-5 137.0 136.9 132.8 133.0
C-6" 29.2 29.2 29.6 29.7
C-10" 127.1 127.1 137.4 137.4
C-17 82.6 82.6 82.7 82.3
C-18’ 12.0 12.1 12.0 12.0

spirostanic side chain of a steroid sapogenin through an exocyclic
double bond in position C-23 (5a and 5b), or through a spirochromene
moiety in C-22 (6a and 6b). This application of our recently reported
reactions paves the way to the synthesis novel hybrid steroid dimers
constructed by two bioactive cores, coming from the vegetal and animal
kingdoms. Further experiments to improve the yields and to extend this
reaction to the synthesis of additional dimers for biological studies are
on development.
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Benzylidenespirostanols were prepared by two-step synthesis including BF5-Et,0-catalyzed aldol condensation of
several acetylated steroid sapogenins with benzaldehyde followed by saponification. The obtained compounds
showed moderate cytotoxicity against three cancer cell lines (T-lymphoblastic leukemia cell line CEM, breast
carcinoma cell line MCF7 and cervical carcinoma cell line HeLa) and normal human fibroblasts (BJ). The most
active of the five tested substances was 3c (lowest ICso for MCF7 cells 19.9 + 0.1 pM) without any selectivity

towards human cancer and normal cells, respectively.

1. Introduction

Cytotoxic steroids have been the focus of intensive research for
more than 30 years. In the main, a large number of naturally occurring
steroids is biologically tested to assess their antiproliferative and/or
cytotoxic activity against different cancer cell lines in vitro. The already
large number of naturally occurring cytotoxic steroids is thus con-
tinuously increasing. The diversity of these compounds is vast and in-
cludes polyhydroxy sterols [1], saponins [2], monomeric spiroketals
like steroid sapogenins (SS) [3] and hippuristanols [4] as well as the
dimmeric spiroketals, cephalostatins and ritterazines [5] among many
others.

The comprehensive research directed to identifying potential anti-
tumor agents includes the synthesis of non-natural cytotoxic steroids by
introduction of structural modifications into bioactive natural com-
pounds and de novo design and synthesis of new steroid candidate
molecules. Both approaches have produced a plethora of synthetic cy-
totoxic steroids [6].

Previous studies reported that side chain modified steroid sapo-
genins (SS) showed cytotoxic activity against a wide spectrum of cancer
cell lines [7]. Sandoval et al. found that while diosgenin exhibited cy-
totoxic activity against cervical carcinoma cell line HeLa (ICso
36.17 uM) and CaSki (ICso 31.35 pM), the oxime of 23-acetyldiosgenin
showed an increased activity against HeLa (ICso 10.9 uM) and CaSki

(ICs0 10.51 uM) [7a]. On the other hand Santillan et al. described a set
of transformations on the SS side chain that resulted in the synthesis of
a family of 23-ethylidene-26-hydroxy-22-oxo-cholestanes that ex-
hibited cytotoxic activity against CEM cells (ICsq 5.9-40.9 uM) [7b].

Due to the vast structural diversity of cytotoxic steroids, finding
accurate SAR is a complicated, if not impossible, task. Nevertheless, the
gathered evidence of anticancer activities allows the association of the
cytotoxicity with the presence of certain substructures. Fuchs et al.
suggested that oxocarbenium ions, formed as a result of the cleavage of
spiroketal moieties, may act as alkylating agents of nucleophilic bio-
molecules and that this underlies the cytotoxicity observed in cepha-
lostatins and ritterazines [8]. Although this hypothesis is yet not con-
firmed, the large number of cytotoxic steroid spiroketals, as well as the
inverse relationship between the cytotoxicity and the enthalpy of ox-
ocarbenium ion formation [8b] suggest that this putative explanation
may be, at least, well oriented.

23E-Benzylidene spirostanes, a new family of steroid spiroketals
derived from the BF3Et;O catalyzed aldol condensation of SS and
benzaldehyde, that we recently described [9a] exhibit a reactivity
profile that differ from that of the parent SS and leads to different mode
of cleavage of the spiroketal moiety [9b,c]. Bearing in mind that the
native steroid sapogenins demonstrated cytotoxicity and that the pre-
sence of the 23E-benzylidene moiety in the spiroketal side chain pro-
duces drastic changes in the reactivity of this fragment, we decided to
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explore the cytotoxicity of some members of this new derivatives of SS.
In this paper, we describe the synthesis and cytotoxic activity against
human cancer cells and normal fibroblasts of 23E-benzylidenespir-
ostanols derived from various steroid sapogenins.

2. Experimental

Reactions were monitored by TLC on ALUGRAM® SIL G/UV254
plates from MACHEREY-NAGEL. Chromatographic plates were sprayed
with a 1% solution of vanillin in 50% HCIO, and heated until color
developed. Melting points were measured on a Melt-Temp II instru-
ment. Mass spectra were obtained from a Thermo-Electron spectro-
meter model DFS (Double Focus Sector). NMR spectra were recorded in
CDCl;3 or DMSO-dg solutions on a Varian INOVA 400 spectrometer using
the solvent signals as reference. NMR signal assignments were carried
out with the aid of a combination of 1D and 2D NMR techniques that
included 'H, '3C, COSY, Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
(NOESY), Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) and
Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC). Compounds 2a-2d
were obtained as previously described [9a].

[23(23’E,25R]-23(23")-benzylidenspirost-7-en-33-ol acetate (2e).
Freshly distilled BF3Et,0 (40.56 ml) was added to solution of the
steroid sapogenin 2e (3.10g, 6.8 mmol) and benzaldehyde (1.43 g,
13.5 mmol) in dry CH,Cl, (200 ml) and the mixture was stirred under
argon at room temperature for 4 h. The reaction mixture was washed
with water (10 X 75 ml), dried (anh. Na,SO,4) and evaporated to pro-
duce a syrupy residue. The obtained oil was leached with hot methanol
and the solid precipitate was washed with methanol to obtain the de-
sired product. Yield: 1.73 g, 47%. Mp 177.9-179.7 °C (from acetone) 'H
NMR (CDCls, 400 MHz) § ppm 7.33 (dd, J = 8.6, 6.7 Hz, 2H, H-meta),
7.25-7.19 (m, 3 H, H-ortho H-para), 6.57 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-23’),
5.15 (dd, J = 4.7, 2.3 Hz, 1H, H-7), 4.70 (tt, J = 11.3, 4.6 Hz, 1H, H-
3a), 4.52 (m, 1H, H-16 a), 3.65-3.51 (m, 2H, H-26 ax. and H-26 eq.),
2.79 (ddd, J = 13.4, 4.2, 1.6 Hz, 1H, H-24 eq.), 2.58 (p, J = 7.0 Hz,
1H, H-20B), 2.10 (m, 1H, H-24 ax.), 1.12 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-21),
0.84 (s, 3H, H-19), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.72 (s, 3H, H-18).
13¢ NMR(CDCl3, 100.53 MHz) § ppm: § 36.8 C-1; 27.4 C-2; 73.3 C-3,
33.8 C-4, 40.1 C-5, 29.4 C-6,117.9 C-7, 138.4 C-8, 48.9 C-9, 34.3 C-10,
21.4 C-11, 39.6 C-12, 41.6 C-13, 54.8 C-14, 31.0 C-15, 80.2 C-16, 61.5
C-17, 16.4 C-18, 13.0 C-19, 37.7 C-20, 14.8 C-21, 110.6 C-22; 137.1 C-
23, 32.9 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-26, 17.2 C-27, 170.7 C=O0 acetyl, 21.4
CH3 acetyl, 137.1 ipso, 129.1 ortho, 128.1 meta, 126.5 para, 122.9 C-23".
ESIMS m/z: 545 M* +1 (2.5), 454 (26.8), 440 (13.6), 99 (13.9), 85
(100.0), 69 (15.0), 55 (10.8).

2.1. General procedure for the saponification of benzylidene spirostanes

KOH (600 mg) was added to a solution of the benzylidene spirostane
2a-e (200 mg) in methanol (10 mL) and dioxane (5 mL) and the mix-
ture was stirred until the starting material was consumed (TLC). The
volatile solvent was evaporated under reduced pressure and ethyl
acetate (50 mL) was added. The organic phase was washed with H,O
(6 x 25mL) and brine (2 x 25 mL), dried (anhydrous Na,SO,) and
evaporated. The produced solid was purified in a chromatographic
column packed with silica gel (10 g) employing hexane/ethyl acetate
(6/1 for 3a, 3b and 3d; 4/1 for 3d; 3/2 for 3c) as eluent, to afford the
desired compound.

[23(23")E,25R]-23(23")-Benzylidene-5a-spirostan-3f3-ol (3a) Yield
183.9mg (99%). Mp 200.8-201.8 °C (from ethyl acetate). H NMR
(CDCl3, 400 MHz) § ppm: 7.33 (dd, J = 8.2, 7.0 Hz, 2H, H-meta),
7.26-7.20 (m, 3H, H-ortho and H-para), 6.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-
23), 4.43 (dt, J = 9.0, 7.1 Hz, 1H, H-16 a), 3.66-3.47 (m, 3H, H-3 a,
H-26 ax. and H-26 eq.), 2.78 (ddd, J = 13.3, 4.4, 1.5 Hz, 1H, H-24 eq.),
2.60 (q, J = 6.9 Hz, 1H, H-20B), 2.10 (ddd, J = 13.5,11.7, 1.9 Hz, 1H,
H-24 ax.), 2.00 (ddd, J = 12.2, 7.5, 5.2 Hz, 1H, H-15f), 1.89 (dd,
J =9.0, 7.1 Hz, 1H, H-17 a), 1.10 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.84 (s,
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3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.67
(ddd, J = 12.2, 10.3, 4.1 Hz, 1H, H-9 a). '*C NMR(CDCl;, 100.52 MHz)
8 ppm: § 36.9 C-1; 31.5 C-2; 71.3 C-3, 38.2 C-4, 44.8 C-5, 28.6 C-6, 32.3
C-7, 35.0 C-8, 54.4 C-9, 35.6 C-10, 21.1 C-11, 40.3 C-12, 40.8 C-13,
56.3 C-14, 31.6 C-15, 80.5 C-16, 61.6 C-17, 16.6 C-18, 12.4 C-19, 37.3
C-20, 14.8 C-21, 110.6 C-22; 137.1 C-23, 32.8 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-
26, 17.2 C-27, 137.1 ipso, 129.1 ortho, 128.1 meta, 126.6 para, 122.9
C-23’. ESIMS m/z: 505 M* +1 (9.3), 454 (42.8), 440 (22.3), 99 (14.3),
98 (11.5), 85 (100), 69 (15.9), 55 (12.1).

[23(23")E,255]-23(23")-Benzylidene-5fB -spirostan-3(3-ol (3b) Yield
153.8 mg (83%). Mp 129.6-130.8 °C (from CH,Cl,/acetone) 'H NMR
(CDCl;, 400 MHz) 6 ppm: 7.36-7.29 (m, 2H, H-meta), 7.23 (d,
J = 7.5 Hz, 3H, H-ortho and H-para), 6.72 (s, 1H, H-23’), 4.47 (dt,
J = 8.9, 7.1 Hz, 1H, H-16 a), 4.15-4.09 (m, 1H, H-3 a), 4.05 (dd,
J =11.0, 4.2 Hz, 1H, H-26 ax.), 3.32 (dt, J = 11.2, 1.7 Hz, 1H, H-
26 eq.), 2.72 (ddd, J = 13.7, 5.8, 1.7 Hz, 1H, H-24eq.), 2.49 (p,
J = 6.9 Hz, 1H, H-20p), 2.29 (dd, J = 13.7, 5.2 Hz, 1H, H-24 ax.), 1.11
(d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.99 (s, 3H, H-19), 0.99 (d, J = 6.9 Hz, 3H,
H-27), 0.85 (s, 3H, H-18). *C NMR(CDCl,, 100.52 MHz) & ppm: § 29.9
C-1; 27.8 C-2; 67.1 C-3, 33.5 C-4, 36.5 C-5, 26.5 C-6, 26.5 C-7, 35.2 C-8,
39.8 C-9, 35.3 C-10, 20.9 C-11, 40.4 C-12, 40.9 C-13, 56.4 C-14, 31.6 C-
15, 81.0 C-16, 61.8 C-17, 16.7 C-18, 23.9 C-19, 39.7 C-20, 14.7 C-21,
111.5 C-22; 136.7 C-23x%, 30.8 C-24, 30.3 C-25, 65.1 C-26, 18.3 C-27,
137.2 ipsox*, 129.0 ortho, 128.0 meta, 126.5 para, 125.0 C-23’. ESIMS
m/z: 505 Mt +1 (7.9), 454 (36.7), 440 (18.8), 99 (14.5), 98 (10.1), 85
(100), 69 (15.7), 55 (12.4). = interchangeable.

[23(23")E,25R]-23(23")-Benzylidene-33-hydroxy-5a-spirostan-12-
one (3c) Yield 135.4 mg (73%). Mp 126.2-127.1 °C (from CH,Cly/
MeOH).'H NMR(CDCl3, 400 MHz) § ppm: 7.33 (t, J = 7.5 Hz, 2 H, H-
meta), 7.26-7.15 (m, 3H, H-ortho and H-para), 6.55 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
H-23"), 4.38 (dt, J = 8.9, 6.8 Hz, 1H, H-16 a), 3.69-3.51 (m, 1H, H-3
), 2.79 (dd, J = 13.4, 3.7 Hz, 1H, H-24 eq.), 2.67 (dd, J = 9.1, 7.0 Hz,
1H, H-17 a), 2.51-2.37 (m, 1H, H-20 p), 2.25 (dd, J = 14.4, 5.0 Hz,
1H, H-11 eq.), 2.12-2.05 (m, 1H, H-24 ax.), 1.20 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-
21), 1.11 (s, 3H, H-18), 0.91 (s, 3H, H-19), 0.80 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-
27).). 13C NMR(CDCls;, 100.52 MHz) & ppm: 8 36.5 C-1; 31.2 C-2; 70.9
C-3, 37.8 C-4, 44.6 C-5, 28.3 C-6, 31.0 C-7, 34.2 C-8, 55.5 C-9, 36.1 C-
10, 37.8 C-11, 213.4 C-12, 55.3 C-13, 55.7 C-14, 31.6 C-15, 78.8 C-16,
52.9 C-17, 16.2 C-18, 12.0 C-19, 37.8 C-20, 13.6 C-21, 110.6 C-22;
137.0 C-23, 32.9 C-24, 33.0 C-25, 66.1 C-26, 17.2 C-27, 137.0 ipso,
129.0 ortho, 128.0 meta, 126.6 para, 123.0 C-23’. ESIMS m/z: 541
M*Na (< 1), 454 (36.1), 440 (18.3), 99 (14.0), 85 (100.0), 69 (14.8),
55 (11.2).

[23(23")E,25R]-23(23")-Benzylidene-5a-spirost-5-en-33-ol (3d)
Yield 171.8 mg (91%). Mp 148.3-150.6 °C (from CH,Cl,/MeOH). 'H
NMR(CDCl3, 400 MHz) § ppm: 7.36-7.30 (m, 2H, H-meta), 7.25-7.20
(m, 3H, H-otro and H-para), 6.58 (s, 1H, H-23"), 5.35 (m, 1H, H-6), 4.46
(dt, J = 9.0, 7.0 Hz, 1H, H-16 f), 3.68-3.44 (m, 3H, H-3, H-26 ax and
H-26eq.), 2.78 (dd, J = 13.3, 3.5Hz, 1H, H-24eq.), 2.60 (p,
J = 7.0 Hz, 1H, H-20B), 2.10 (ddd, J = 13.5, 11.8, 2.0 Hz, 1H, H-24
ax.), 1.11 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 1.03 (s, 3H, H-19), 0.86 (s, 3H, H-
18), 0.80 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27). *C NMR(CDCl;, 100.52 MHz) §
ppm: § 37.2 C-1; 31.6 C-2; 71.7 C-3, 42.3 C-4, 140.8 C-5, 121.4 C-6,
32.1 C-7, 31.4 C-8, 50.1 C-9, 36.7 C-10, 20.9 C-11, 40.0 C-12, 40.5 C-
13, 56.5 C-14, 31.7 C-15, 80.4 C-16, 61.5 C-17, 16.5 C-18, 19.4 C-19,
37.3 C-20, 14.9 C-21, 110.6 C-22; 137.1 C-23, 32.9 C-24, 33.1 C-25,
66.1 C-26, 17.2 C-27, 137.1 ipso, 129.1 ortho, 128.1 meta, 126.5 para,
122.9 C-23". ESIMS m/z: 541 M*K (< 1), 454 (39.8), 440 (25.9), 99
(15.1), 98 (17.0), 97 (13.7), 95 (10.6), 85 (100.0), 69 (15.7), 55 (12.1).

[23(23")E,25R]-23(23")-Benzylidene-5a-spirost-7-en-3[3-ol (3e)
Yield 124.4 mg (67%). Mp 156.1-158.3 (from CH,Cl,/hexane).*H NMR
(CDCl3, 400 MHz) é ppm: 7.33 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-meta), 7.25-7.20
(m, 3H, H-ortho and H-para), 6.57 (s, 1H, H-23"), 5.16 (m, 1H, H-7),
4.52 (m, 1H, H-16 B), 3.68-3.43 (m, 2H, H-26 ax. and H-26 eq.), 2.79
(m, 1H, H-24eq.), 2.58 (q, J=7.0Hz, 1H, H-20 B), 1.12 (d,
J = 6.8 Hz, 3H. H-21), 0.82 (s, 3H, H-19), 0.80 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-
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H3CCO HaCCOO!

R1
1aR'= aH, R?= H,H, R®=CHg, R*=H
1b R'= BH, R?= H,H, R3=H, R*=CH3
1¢ R'= oH, R%= O, R®=CHjs, R*=H

R?

H3CCO

1eH

i) Benzaldehyde, BF*Et,0, CH,Cly; if) KOH, CHzOH

2aR'= aH, R?= H,H, R®=CHjs, R*=H
2b R'= BH, R2= H,H, R®=H, R*=CH3
2¢ R'= aH, R%= 0, R3=CHj3, R*=H
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R4

R’l
3aR'= aH, R?= H,H, R3=CHj3, R*=H
3b R'= BH, R*= H,H, R3=H, R*=CHj
3¢ R'= oH, R%= O, R%=CHjs, R*=H

Scheme 1. Synthesis of benzylidene spirostanols 3a-e.

27), 0.72 (s, 3H, H-18). '*C NMR(CDCls;, 100.52 MHz) § ppm: § 37.1 C-
1; 31.4 C-2; 71.0 C-3, 37.9 C-4, 40.3 C-5, 29.6 C-6, 118.0 C-7, 138.5 C-
8, 49.1 C-9, 34.3 C-10, 21.5 C-11, 39.6 C-12, 41.6 C-13, 54.9 C-14, 31.0
C-15, 80.2 C-16, 61.5 C-17, 16.4 C-18, 13.1 C-19, 37.8 C-20, 14.8 C-21,
110.6 C-22; 137.1 C-23x%, 32.9 C-24, 33.1 C-25, 66.1 C-26, 17.2 C-27,
137.0 ipsox*, 129.1 ortho, 128.1 meta, 126.5 para, 122.9 C-23’. ESIMS
m/z: 541 M*K (< 1), 454 (46.7), 440 (25.8), 99 (14.0), 85 (100), 69
(15.5), 55 (11.3). « interchangeable.

3. Biological tests
3.1. Cell culture

Stock solutions (10 mmol/L) of the tested compounds were pre-
pared by dissolving an appropriate quantity of each substance in di-
methylsulfoxide (DMSO). Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM), fetal bovine serum (FBS), 1-glutamine, penicillin and strep-
tomycin were purchased from Sigma Aldrich (MO, USA). Calcein AM
was obtained from Molecular Probes (ThermoFisher, MA, USA). The
screening cell lines (T-lymphoblastic leukemia cell line CEM, breast
carcinoma cell line MCF7, cervical carcinoma cell line HeLa and human
fibroblasts BJ) were obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA). CEM cell line was cultured in RPMI
1640 medium with 20% fetal bovine serum and all other cells were
cultured in DMEM medium (Sigma Aldrich, MO, USA), supplemented
with 10% fetal bovine serum, r-glutamine (2 mmol/L), penicillin and
streptomycin (1%). The cell lines were maintained under standard cell
culture conditions at 37 °C and 5% CO, in a humid environment. Cells
were subcultured twice or three times a week using the standard
trypsinization procedure.
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3.2. Calcein AM assay

Suspensions of tested cell lines (ca. 1.0 X 10° cells/mL) were placed
in 96-well microtiter plates and after 24 h of stabilization (time zero)
the tested compounds were added (in three 20 pL aliquots) in serially
diluted concentrations in dimethylsulfoxide (DMSO). Control cultures
were treated with DMSO alone, and the final concentration of DMSO in
the incubation mixtures never exceeded 0.6%. The test compounds
were typically evaluated at six 3-fold dilutions and the highest final
concentration was generally 50 pM. After 72 h incubation, Calcein AM
solution (100 pL, Molecular Probes, ThermoFisher, MA, USA) was
added, and incubation was continued for another hour. The fluores-
cence of viable cells was then quantified using a Fluoroskan Ascent
instrument (Labsystems, Finland). The percentage of surviving cells in
each well was calculated by dividing the intensity of the fluorescence
signals from the exposed wells by the intensity of signals from control
wells and multiplying by 100. These ratios were then used to construct
dose-response curves from which ICs, values, the concentrations of the
respective compounds that were lethal to 50% of the tumor cells, were
calculated. All the experiments were repeated three times in triplicates.

4. Results and discussion

In a previous communication we described that treatment of the
native steroid sapogenins with BF3-Et,O and benzaldehyde in CH,Cl,
afforded good yields of the acetylated benzylidenespirostanols 2a-d
[9a]. When this methodology was applied to A”-tigogenin acetate (1e),
a new acetylated 23E-benzylidenespirostane 2e was obtained in a
moderate yield. As previously reported for 2a-d [9a], the observation
of the H-20 <= H-23’ NOE effect allows the easy verification of the E
configuration of the benzylidene in compound 2e. Saponification of
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Table 1

ICso (uM) values obtained from Calcein AM assays using three cancer cell lines (CEM,
MCF7 and HeLa) and normal human fibroblasts (BJ) treated with tested substances for
72h.

Compound 1Cso (UM)

CEM MCF7 HeLa BJ
3a 26.8 = 2.4 33.0 = 4.2 36.9 = 3.1 419 = 1.4
3b 315 = 5.1 447 * 1.6 426 = 25 429 = 0.1
3c 23.2 + 04 19.9 = 0.1 35.7 £ 35 45.3 + 2.3
3d 28.0 = 1.3 40.3 = 3.3 41.0 = 35 441 = 1.2
3e 289 + 2.8 36.6 = 4.7 39.2 + 7.1 41.6 = 1.5

2a-e with KOH in methanol led to the desired 23E-benzylidenespir-
ostanols 3a-e in good to excellent yields (Scheme 1).

4.1. Antiproliferative activities in vitro

The in vitro antiproliferative activities of the studied compounds
were tested in cancer cell lines of various histopathological origins,
including T-lymphoblastic leukaemia CEM, breast adenocarcinoma
MCF7, and cervical carcinoma HeLa lines. The results were compared
with the cytotoxicity towards normal human BJ fibroblasts. The cells of
all of these lines were exposed to six serial 3-fold dilutions of each drug
for 72 h, proportions of surviving cells were then estimated and ICsq
values (50% inhibitory concentrations) calculated. The results from
Calcein AM assays are presented in Table 1. All tested compounds
showed moderate cytotoxic activity towards all cell lines including
normal human fibroblasts. The most active of the five substances was
3c (lowest ICso for MCF7 cells 19.9 = 0.1 uM). None of the benzyli-
denespirostanols was selective for any cell line.

Although these results are preliminary and the differences are small,
a tendency can be seen. Naturally occurring steroids bearing an oxy-
genated substituent in ring C like cephalostatine-1, ritterazine-F [5b],
porrigenin C [3e] and hippuristanols [4e] are among the most cytotoxic
steroids and compared with the partner bearing a non-oxygenated ring
C, they showed increased cytotoxicity. This suggests that in the natural
products the presence of an oxygenated substituent in ring C can lead to
enhanced cytotoxicity. Interestingly the most active of the studied
compounds was 3c that bears a carbonyl group at position C-12 on ring
C. Additionally, the obtained results suggest that compounds bearing a
trans-fused AB ring system with a saturated B ring (3a and 3c) exhibit
higher activity than those with a cis-fused AB core (3b) or an un-
saturated B ring (3d and 3e).

5. Conclusions

We found that benzylidenespirostanols readily obtained from
steroid sapogenins by condensation of spirostanes and benzaldehyde
followed by saponification, exhibit moderate cytotoxicity towards three
different human cancer cell lines and normal human fibroblasts.
Further experiments to explore the effects of the modification of the of
benzylidene moiety on cytotoxicity are in progress.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Steroid sapogenins

BF3Et,0 catalyzed double aldol condensation
Dimeric 1,4-dimethylidenebenzene-linked
spirostanols

BF3Et,0-catalyzed double aldol condensation between acetylated steroid sapogenins and terephtalaldehyde led
to acetylated dimeric spirostanols linked through a 1,4-dimethylidenebenzene moiety in moderate to good
yields. The E configurations of the introduced double bonds were corroborated by NOE experiments.
Saponification of the dimeric steroids led to the corresponding dimeric spirostanols.

1. Introduction

Spirostane sapogenins (SS) constitute an important family of natu-
rally occurring steroids. Their utility as starting materials in the
synthesis of bioactive steroids [1] as well as their intrinsic cytotoxicity
against cancer cells [2] have kept this family of compounds in the
center of the interest for more than 80 years. Since the synthesis of
bioactive steroids starting from SS involves the cleavage or modifica-
tion of the spiroketal side chain, the study of the reactivity of this
fragment has received considerable attention [3].

In particular we have recently described that the BF3-Et,O-catalyzed
aldol condensation between acetylated SS and benzaldehyde in CH,Cl,
produces good yields of 23E-benzylidenspirostanes [4]. Saponification
of the acetate at position C-3 led to 23E-benzylidenspirostanols that
showed cytotoxicity against different cancer cells (Scheme 1) [4b].

Steroid dimers have evolved from a few compounds that occurred as
by-products of various reactions or were isolated from nature to a de-
veloping field in which the interesting chemical, biological and physical
of the increasing number of members have fueled an intensive activity
[5].

We have recently initiated a program on the synthesis of different
classes of steroid dimers with the aim to explore and develop new
properties in both, solid state and solution [6]. As a part of this program
we decided to explore the BF3Et,0O-catalyzed double aldol condensa-
tion between SS and terephtalaldehyde as a way to produce dimers in
which two cores of SS are connected by an 1,4-dimethylidenebenzene

* Corresponding author.
E-mail address: martin.iglesias@unam.mx (M.A. Iglesias-Arteaga).
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moiety attached to position C-23 of each steroid core. Here in we report
on the synthesis and characterization of four dimeric steroids derived
from different steroid sapogenins.

2. Results and discussion

Treatment of solutions the acetylated steroid sapogenisn 1a-d and
terephtalaldehyde in CH,Cl,, with BF3Et,0 afforded moderate to good
yields of the corresponding dimeric steroids 3a-d. The reaction me-
chanism is assumed to be the same described for the synthesis of 23E-
benzylidenspirostanes [3a]. The E-configurations of the introduced
double bonds were corroborated by the observed H-20 <= H-28 and H-
20’ <= H-28" NOE. Saponification of the obtained dimers with NaOCHj3
in methanol afforded the corresponding alcohols 4a-d (Scheme 2).

Having in mind our precedent work in which we described the cy-
totoxicity of 23E-benzylidenespirostanols (2a-d) (Scheme 1) [4b] we
decided to assess the cytotoxicity of the obtained dimeric steroids 4a—d
against the same panel of cancer cells. All attempts at dissolving the
compounds in the solvents usually employed for such biological tests
(EtOH, DMF, DMSO)) were unsuccessful. The formation of gels or rapid
precipitation of the dimeric steroids observed even in highly diluted
solutions did not allow the desired evaluation

3. Conclusions

BF3Et,0 catalyzed double aldol condensation of acetylated steroid
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la H-5a, R=H,H, R!= CHs, R?= H, tigogenin acetate

1b H-53, R=H,H, R!= H, R? = CH3z, sarsasapogenin acetate
1cNO H-5 A% R = H,H, R = CH3, R® = H, diosgenin acetate
1d H-5a, R=0, R!= CHs, R? = H, hecogenin acetate

i) Benzaldehyde, BF3*Et,0, CH2Cly; iii) KOH, CH3z0H
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23E-benzylidene
spirostanols

Cytotox}city against

CEM, MCF7 , Hela and BJ
ICs0 19.9 t0 45.3 uM

2aH-5a, R=H,H, Rl = CHs, R = H

2b H-5B, R=H,H, R' = H, R* = CH;

2cNO H-5 A, R = H,H, R' = CH3, R* = H

2d H-50, R= 0, Rl = CH3, R = H

Scheme 1. Synthesis of cytotoxic 23 E-benzylidenespirostanols (6a-d)

Scheme 1. Synthesis of cytotoxic 23E-benzylidenespirostanols (6a-d).

1a H-5a, R=H,H, R = CHs, R? = H, tigogenin acetate

1b H-58, R=H,H, R!= H, R? = CH3, sarsasapogenin acetate
1c¢NO H-5 A-5, R = H,H, R? = CHs, R = H, diosgenin acetate
1d H-50, R =0, Rl = CHs, R?= H, hecogenin acetate

4aH-50, R=H,H, R = CHs, R =H
4b H-5B, R = H,H, R' = H, R* = CH;
4cNO H-5A-5,R=H,H, R' = CH3, R*=H
4dH-50,R=0,R" =CH3, R°=H

i) BF3-Et,0, terephthalaldehyde, CH2Cly; ii) NaOCH3, CH30H, CH,Cl,

3a H-50, R = H,H, R! = CH3, R? = H

3b H-58, R =H,H, R' = H, R? = CH;
3¢NO H-5 A-5, R = H,H, R* = CH3, R> = H
3d H-50, R= 0, R = CH3, R* = H

Scheme 2. Synthesis of dimeric steroids.

sapogenins and terephtalaldehyde produced moderate to good yields
acetylated dimeric spirostanols linked through an 1,4-dimethylidene-
benzene moiety that were converted to the corresponding dimeric
spirostanols by saponification. The obtained compounds show ex-
tremely poor solubility that does not allow the evaluation of their
biological activity.

4. Experimental

Reactions were monitored by TLC on ALUGRAM® SIL G/UV254
plates from MACHEREY-NAGEL. Chromatographic plates were sprayed
with a 1% solution of vanillin in 50% HCIO, and heated until color
developed. Melting points were measured on a Melt-Temp II instru-
ment. Due drastic differences on solubility, minor variations of the
general synthetic procedures were needed and are described for some

59

compounds. NMR spectra were recorded in CDCl; on a Varian INOVA
400 spectrometer using the solvent signals as reference. NMR signal
assignments were carried out with the aid of a combination of 1D and
2D NMR techniques that included 'H, *3C, COSY, Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy (NOESY), Heteronuclear Single Quantum
Correlation (HSQC) and Heteronuclear Multiple Bond Correlation
(HMBC). HRMS spectra Atmospheric Pressure Chemical Ionization
(APCI) were recorded in a Perkin-Elmer DSA-AxION-2-TOF-MS spec-
trometer.

4.1. General procedure to the synthesis of symmetric dimers

BF3Et;0 (12mL) was added to a solution of the acetylated sapo-
genin (2mmol) and terephtalaldehyde (134.1 mg, 1 mmol) in CH,Cl,
(60mL), and the mixture was stirred at room temperature until the
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starting material was consumed (TLC). The reaction mixture was
carefully poured into ice and extracted with ethyl acetate (180 mL). The
organic layer was washed with water (8 X 70 mL) and saturated solu-
tion of NaCl (1 x 70 mL), dried (anh. Na,SO,4) and evaporated. The
obtained oily mixture was purified in a chromatographic column
packed with silica gel to afford the desired dimer.

4.1.1. Dimer 3a (from tigogenin acetate)

Reaction time 4 h; purified in a chromatographic column packed
with silica gel (30 g) employing hexane/ethyl acetate, 10/1 mixture as
eluent. Yield: 841.6 mg (82.9%). Mp. 286.6-289.4 °C (from hexane/ethyl
acetate). 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) § (ppm): 7.20 (s, 4H, H-phenyl),
6.54 (d, J = 1.9 Hz, 2H, H-28, H-28"), 4.68 (tt, J = 10.9, 4.8 Hz, 2H, H-
3, H-3%), 4.43 (dt, J = 9.1, 7.1 Hz, 2H, H-16, H-16"), 3.56 (m, 4H H-26,
H-26"), 2.82 (dd, J = 13.3, 3.7 Hz, 2H, H-24eq.), 2.58 (p, J = 6.2 Hz,
2H), 2.11 (dd, J = 12.5, 12.5Hz, 2H, H-24 ax.), 1.09 (d, J = 6.8 Hz,
6H, H-21, H-21"), 0.84 (s, 6H, H-19, H-19"), 0.82 (s, 6H.-18, H-18"),
0.80 (d, J = 6.7 Hz, 6H, H-27, H-27"), 0.68 (m, 2H, H-9, H-9"). >*C NMR
(100.53 MHZ) 8 ppm: 36.7 C-1 C-1, 27.4 C-2 C-2/, 73.6 C-3 C-3, 34.0
C-4 C-4’, 44.6 C-5 C-5, 28.5 C-6 C-6", 32.2 C-7 C-7/, 35.0 C-8 C-8’, 54.2
C-9 C-9, 35.6 C-10 C-10’, 21.0 C-11 C-11/, 40.2 C-12 C-12, 40.8 C-13
C-13/, 56.2 C-14 C-14/, 31.6 C-15 C-15’, 80.4 C-16 C-16’, 61.6 C-17 C-
17’,16.7 C-18 C-18,12.3 C-19 C-19’, 37.3 C-20 C-20’, 14.8 C-21 C-21’,
110.6 C-22 C-227, 137.2 C-23 C-23’, 33.0 C-24 C-24’, 33.1 C-25 C-25’,
66.0 C-26 C-26%, 17.2 C-27 C-27’, 122.6 C-28 C-28’, 135.4 2 X ipso,
128.9 4 X ortho, 21.4 2 x CHj acetyl, 170.7 2 X C=0 acetyl. HRMS
(APCI) Observed 1015.7539 CgcHos0g (MH™) requires 1015.7027.

4.1.2. Dimer 3b (from sarsasapogenin acetate)

Reaction time 2h; Workup 100 mL of CH»Cl, were employed for
extraction instead of ethyl acetate; purified in a chromatographic
column packed with silica gel (30 g) employing hexane/acetone, 10/1
mixture as eluent until the less polar impurities were removed and then
changed to CH,Cl,/ethyl acetate, 20/1. Yield: 702.1 mg (69%). Mp.
281.3 - 282.2 °C (from hexane/ethyl acetate). H NMR (CDCls, 400 MHz)
8 (ppm): 7.19 (s, 4H, H-phenyl), 6.69 (s, 2H, H-28 H-28"), 5.07 (m, 2H,
H-5 H-5), 4.46 (dt, J = 8.6, 6.9 Hz, 2H, H-16 H-16"), 4.04 (dd, J = 11.0,
4.2 Hz, 2H, H-26" ax. H-26 ax.), 3.31 (dt, J = 10.9, 1.8 Hz, 2H, H-26 H-
26’ eq), 2.73 (ddd, J = 13.8, 5.6, 1.6 Hz, 2H, H-24 H-24’ eq.), 2.48 (p,
J = 6.9 Hz, 2H, H-20 H-20"), 2.31 (dd, J = 13.7, 5.3 Hz, 2H, H-24 ax.
H-24’ ax.), 2.04 (s, 6H, 2 x CH; acetyl), 1.10 (d, J = 6.9 Hz, 6H H-27
H-27"), 0.99 (s, 6H, H-19 H-19%), 0.99 (d, J = 7.0 Hz, 6H, H-21 H-21"),
0.84 (s, 6H, H-18 H-18"). *C NMR (100.53 MHZ) & ppm: 30.6 C-1 C-1’,
25.0 C-2 C-27,70.7 C-3 C-3/, 31.6 C-4 C-4’, 37.3 C-5 C-5, 26.4 C-6 C-6/,
26.4 C-7 C-7’, 35.2 C-8 C-8’, 40.0 C-9 C-9’, 35.0 C-10 C-10’, 20.9 C-11 C-
11/, 40.4 C-12 C-12/, 40.9 C-13 C-13’, 56.3 C-14 C-14’, 30.7 C-15 C-15’,
81.1 C-16 C-16, 61.8 C-17 C-17/, 16.7 C-18 C-18’, 23.8 C-19 C-19/, 39.8
C-20 C-207,18.3 C-21 C-21/,111.4 C-22 C-22/,136.8 C-23 C-23’, 30.9 C-
24 C-24, 30.3 C-25 C-25, 65.1 C-26 C-26/, 14.7 C-27 C-27’, 124.8 C-28
C-28’, 135.4 2 x ipso, 128.8 4 x ortho, 21.5 2 x CHj3 acetyl, 170.7
2 X C=0 acetyl.

4.1.3. Dimer 3c (from diosgenin acetate)

Reaction carried out with 3 mmol of diosgenin acetate and 1.5 of
terephtalaldehyde; reaction time 4h; purified in a chromatographic
column packed with silica gel (45 g) employing hexane/ethyl acetate,
10/1 mixture as eluent. Yield: 991.6 mg (65%). Mp. 297.4-298.2°C
(from hexane/ethyl acetate). 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) & (ppm): 7.20 (s,
4H, H-phenyl), 6.55 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H-28 H-28’), 5.37 (dd, J = 4.6,
2.7 Hz, 2H, H-6 H-6"), 4.60 (qd, J = 10.7, 5.2 Hz, 2H, H-3 H-3’), 4.45
(dt, J = 8.9, 7.1 Hz, 2H, H-16 H-16"), 3.55 (m, 4H, H-26 H-26"), 2.82
(dd, J = 13.3, 3.9 Hz, 2H, H-24 H-24’ ax.), 2.59 (p, J = 6.9 Hz, 2H, H-
20 H-20%), 2.12 (ddd, J = 13.4, 11.6, 1.9 Hz, 2H, H-24 H-24’ eq.), 2.02
(s, 6H 2 x CHj3 acetyl), 1.10 (d, J = 6.9 Hz, 6H, H-21 H-21"), 1.04 (s,
6H, H-19 H19"), 0.98 (dd, J = 11.1, 5.4 Hz, 1H, H-9 H-9"), 0.85 (s, 6H,
H-18 H-18"), 0.81 (d, J = 6.6 Hz, 6H, H-27 H-27") *C NMR (100.53
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MHZ) 8 ppm: 36.9 C-1 C-1’, 27.7 C-2 C-2/, 73.9 C-3 C-3’, 38.1 C-4 C-4/,
139.7 C-5 C-5/,122.3 C-6 C-6/, 32.0 C-7 C-7, 31.3 C-8 C-8’, 49.9 C-9 C-
9’, 36.7 C-10 C-10%, 20.9 C-11 C-11/, 39.9 C-12 C-12’, 40.5 C-13 C-13’,
56.4 C-14 C-14’, 31.7 C-15 C-15/, 80.4 C-16 C-16’, 61.5 C-17 C-17/,16.5
C-18 C-18%,19.3 C-19 C-197, 37.3 C-20 C-207, 14.8 C-21 C-21/,110.6 C-
22 C-22/,137.2 C-23 C-23’, 32.9 C-24 C-24’, 33.1 C-25 C-25/, 66.0 C-26
C-26’, 17.2 C-27 C-27’, 122.6 C-28 C-28, 135.4 2 X ipso, 128.9
4 x ortho, 21.4 2 x CHj acetyl, 170.5 2 X C=O0 acetyl.

4.1.4. Dimer 3d (from hecogenin acetate)

Reaction time 4 h; purified in a chromatographic column packed
with silica gel (30 g) employing hexane/ethyl acetate, 5/1 mixture as
eluent. Yield: 532.1 mg (52%). Mp. 287.6-289.1 °C (from hexane/ethyl
acetate). '"H NMR (CDCl;, 400 MHz) & (ppm): 7.18 (s, 4H H-phenyl),
6.50 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H-28 H-28"), 4.66 (tt, J = 10.9, 4.9 Hz, 2H, H-3
H-3%), 4.37 (dt, J = 8.9, 6.5 Hz, 2H, H-16 H-16"), 3.54 (m, 4H, H-26 H-
267), 2.81 (m, 2H, H-24 H-24’ ax:), 2.65 (dd, J = 9.0, 7.0 Hz, 2H, H-17
H-17), 2.44 (m, 2H, H-20 H-20"), 2.39 (m, H-11 H-11’ eq.) 2.24 (dd,
J = 14.4, 5.0 Hz, 2H, H-11 H-11" ax.), 2.00 (s, 6H, 2 x CH3 acetyl) 1.18
(d, J = 6.8 Hz, 6H, H-21 H-21"), 1.09 (s, 6H, H-18 H-18"), 0.91 (s, 6H,
H-19 H-19"), 0.79 (d, J=6.5Hz, 6H, H-27 H-27). '*C NMR
(100.53 MHZ) 8 ppm: 36.0 C-1 C-1’, 27.2 C-2 C-2’, 73.1 C-3 C-3’, 33.7
C-4 C-4, 44.4 C-5 C-5, 28.1 C-6 C-¢/, 31.4 C-7 C-7’, 34.2 C-8 C-8/, 55.3
C-9 C-9/, 36.2 C-10 C-107, 37.7 C-11 C-11/, 213.2 C-12 C-12/, 55.3 C-13
C-13/, 55.5 C-14 C-14/, 31.0 C-15 C-15/, 78.8 C-16 C-16’, 52.9 C-17 C-
17/,16.1 C-18 C-18/,11.8 C-19 C-19/, 37.8 C-20 C-20’, 13.6 C-21 C-21’,
110.5 C-22 C-227, 137.1 C-23 C-23’, 33.0 C-24 C-24’, 33.0 C-25 C-25’,
66.1 C-26 C-26%, 17.2 C-27 C-27’, 122.6 C-28 C-28’, 135.3 2 X ipso,
128.9 4 x ortho, 21.3 2 x CHj3 acetyl, 170.5 2 x C=O0 acetyl.

4.2. General procedure to the saponification of symmetric dimers

NaOCHj3; (54mg, 1 mmol, 5eq.) was added to a solution of the
symmetric dimer (0.1 mmol) in CH,Cl, (9 mL) and methanol (1 mL) and
the mixture was stirred at room temperature until the starting material
was consumed (TLC, hexane/ethyl acetate, 1/1). The volatile solvent
was evaporated under reduced pressure and the solid residue was wa-
shed with water and dried in the filter to afford the desired compound.

4.2.1. Dimer 4a

Reaction time: 3.5h; Yield: 93.3mg (100%). Mp. 272.5-274.3°C
(amorphous solid, from CH,Cl,). 'H NMR (CDCls, 400 MHz) § (ppm):
7.20 (s, 4H, H-phenyl), 6.55 (d, J = 1.8 Hz, 2H, H-28 H-28"), 4.43 (dt,
J = 9.0, 7.1Hz, 2H, H-16 H-16"), 3.57 (m, 6H, H-3 H-3’ and H-26 H-
26), 2.82 (dd, J=13.5, 4.5Hz, 2H, H-24 H-24’ ax.), 2.58 (p,
J = 6.9 Hz, 2H, H-20 H-20"), 2.12 (ddd, J = 13.4, 11.6, 1.8 Hz, 2H, H-
24 H-24 ' eq.), 2.00 (ddd, J = 12.2, 7.5, 5.2 Hz, 2H H-15, H-15"), 1.89
(dd, J = 8.9, 7.0 Hz, 2H, H-17 H-17"), 1.09 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-21 H-
217, 0.82 (s, 12H, H-18 H-18’ and H-19 H-19"), 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 6H,
H-27 H-27"), 0.66 (td, J = 11.1, 10.4, 4.0 Hz, 2H, H-9 H-9"). *C NMR
(100.53 MHZ) § ppm: 36.9 C-1 C-1’, 31.5 C-2 C-2/, 71.2 C-3 C-3’, 38.2
C-4 C-4, 44.8 C-5 C-5’, 28.6 C-6 C-67, 32.3 C-7 C-7’, 35.0 C-8 C-8’, 54.4
C-9 C-9, 35.6 C-10 C-10’, 21.1 C-11 C-11’, 40.3 C-12 C-12/, 40.8 C-13
C-13, 56.3 C-14 C-14’, 31.6 C-15 C-15, 80.5 C-16 C-16’, 61.6 C-17 C-
17/,16.7 C-18 C-18’, 12.4 C-19 C-19, 37.3 C-20 C-20’, 14.9 C-21 C-21’,
110.6 C-22 C-22/, 137.2 C-23 C-23’, 32.9 C-24 C-24’, 33.1 C-25 C-25’,
66.1 C-26 C-26’, 17.2 C-27 C-27’, 122.6 C-28 C-28’, 135.4 2 X ipso,
128.9 4 X ortho.

4.2.2. Dimer 4b

10 eq. of NaOCH;3; were used. Reaction time: 65 h; Yield: 83.0 mg
(89.2%). Mp. 334.1-336.2 °C (amorphous solid, from CH,Cl,). '"H NMR
(CDCl3, 400 MHz) & (ppm): 7.20 (s, 4H, H phenyl), 6.69 (s, 2H, H-28 H-
28), 4.46 (q, J = 7.7 Hz, 2H, H-16 H-16"), 4.11 (s, 2H, H-3 H-3), 4.05
(dd, J = 11.2, 4.2 Hz, 2H, H-26 H-26’ eq.), 3.32 (d, J = 11.0 Hz, 2H H-
26 H-26’ ax.), 2.74 (dd, J = 13.9, 5.6 Hz, 2H, H-24 H-24’ ax.), 2.48 (p,
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J = 7.0Hz, 2H, H-20 H-20"), 2.31 (dd, J = 13.8, 5.3 Hz, 2H, H-24 H-
24 eq.), 1.10 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-27 H-27’), 0.99 (m, H-19 H-19” and
H-21 H-21"), 0.85 (s, 6H). 13C NMR (100.53 MHZ) § ppm: 29.9 C-1 C-1’,
27.8 C-2 C-2/, 67.1 C-3 C-3, 33.5 C-4 C-4’, 36.5 C-5 C-5, 26.6 C-6 C-6’,
26.6 C-7 C-7’, 35.2 C-8 C-8’, 39.9 C-9 C-9/, 35.2 C-10 C-10’, 20.9 C-11 C-
11/, 40.5 C-12 C-12/, 41.0 C-13 C-13, 56.5 C-14 C-14’, 31.6 C-15 C-15/,
81.1C-16 C-16’,61.8C-17 C-17/,16.7 C-18 C-18’, 23.9 C-19 C-19, 39.8
C-20 C-20’,18.4 C-21 C-217,111.5 C-22 C-22’, 136.8 C-23 C-23’, 31.0 C-
24 C-24’, 30.3 C-25 C-25’, 65.1 C-26 C-26’, 14.7 C-27 C-27/,124.8 C-28
C-28’, 135.5 2 X ipso, 128.8 4 x ortho.

4.2.3. Dimer 4c

Reaction time: 4.5h; Yield: 85.0 mg (92%). Mp. 298.9 - 302.6 °C
(amorphous solid, from CH,CL,). 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) & (ppm):
7.21 (s, 4H, H phenyl), 6.56 (d, J = 1.8 Hz, 2H, H-28 h-28’), 5.35 (d,
J = 2.1 Hz, 2H, H-6 H-6"), 4.45 (dt, J = 8.9, 7.1 Hz, 2H, H-16 H-16"),
3.54 (m, 6H, H-3 H-3’ and, H-26 H-26’ ax., H-26 H-26’ eq.), 2.86 — 2.77
(m, 2H), 2.60 (p, J = 6.9 Hz, 2H, H-20 H-20"), 1.11 (d, J = 6.9 Hz, 6H, ,
H-21 H-21), 1.03 (s, 6H, , H-19 H-19’), 0.86 (s, 6H, H-18 H-18"), 0.81
(d, J = 6.6 Hz, 6H, H-27 H-27"). 1*C NMR (100.53 MHZ) § ppm: 37.2 C-
1C-1/,31.6 C-2 C-2/,71.7 C-3 C-3/, 42.3 C-4 C-4’, 140.8 C-5 C-5’,121.3
C-6 C-6%, 32.1 C-7 C-7’, 31.4 C-8 C-8, 50.1 C-9 C-9/, 36.7 C-10 C-10’,
20.9 C-11 C-11/,40.0 C-12 C-12/, 40.5 C-13 C-13’, 56.5 C-14 C-14, 31.7
C-15C-15%,80.4 C-16 C-16%,61.5C-17 C-17/,16.5 C-18 C-18",19.4 C-19
C-19/, 37.3 C-20 C-207, 14.8 C-21 C-21%,110.6 C-22 C-22%,137.2 C-23 C-
23, 33.0 C-24 C-24, 33.1 C-25 C-25/, 66.1 C-26 C-267, 17.2 C-27 C-27’,
122.6 C-28 C-28’, 135.4 2 X ipso, 128.9 4 x ortho.

4.2.4. Dimer 4d

Reaction time: 3h; Yield: 89.7 mg (94%). Mp. 279.8 — 281.1°C
(amorphous solid, from CH,Cl,). 'H NMR (CDCl3, 400 MHz) & (ppm):
7.19 (s, 4H, H phenyl), 6.52 (d, J = 1.8 Hz, 2H, H-28 H-28"), 4.38 (dt,
J = 8.8, 6.7 Hz, 2H, H-16 H-16"), 3.61 (dt, J = 10.4, 4.9 Hz, 2H, H-3 H-
3’), 3.56 (m, 4H, H-26 H-26 eq and H-26 H-26’ ax.), 2.82 (dd, J = 13.3,
4.3 Hz, 2H, H-24 H-24’ ax.), 2.66 (dd, J = 9.0, 7.0 Hz, 2H, H-17 H-17),
2.45 (m, 4H, H-20 H-20"), 2.25 (dd, J = 14.4, 5.0 Hz, 2H, H-11 H-11
ax.), 1.19 (d, J = 6.9 Hz, 6H, H-21 H-21"), 1.10 (s, 6H, H-18 H-18"),
0.91 (s, 6H, H-19 H-19), 0.80 (d, J = 6.5 Hz, 6H, H-27 H-27"). '3C NMR
(100.53 MHZ) & ppm: 36.5 C-1 C-1’, 31.2 C-2 C-2/, 70.9 C-3 C-3/, 37.9
C-4 C-4’, 44.6 C-5 C-5/, 28.3 C-6 C-6’, 31.6 C-7 C-7’, 34.3 C-8 C-8, 55.7
C-9 C-9/, 36.1 C-10 C-10’, 37.8 C-11 C-11/, 213.5 C-12 C-12/, 55.3 C-13
C-13’, 55.5 C-14 C-14’, 31.0 C-15 C-1%’, 78.8 C-16 C-16’, 52.9 C-17 C-
17’,16.2 C-18 C-18%,12.0 C-19 C-19’, 37.8 C-20 C-20’, 13.6 C-21 C-21’,
110.6 C-22 C-227, 137.1 C-23 C-23’, 32.9 C-24 C-24’, 33.0 C-25 C-25’,
66.1 C-26 C-26’, 17.2 C-27 C-27’, 122.7 C-28 C-28’, 135.3 2 X ipso,
128.9 4 x ortho.
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A study of the reactivity of 25R and 25S 23E-benzylidene spirostanes that includes epoxidation, catalytic hy-
drogenation as well as Lewis or Brgnsted acid-catalyzed rearrangements is described. Exhaustive NMR char-
acterization of the obtained compounds is presented. Additionally the structures of some of the obtained
compounds were confirmed by single crystal X-Ray Diffraction studies.

1. Introduction

Steroid sapogenins (SS) occupy a paramount place in the production
of a wide variety of bioactive steroids as sexual and adrenocortical
hormones [1], plant growth promoting substances [2], radical sca-
vengers [3] and the highly cytotoxic hippuristanols [4], cephalostatins
and ritterazines [5], amongst many others [6].

In general, the synthesis of such bioactive compounds starting from
SS involves the modification or degradation of the spirostanic side
chain. Consequently, the development of new methods for the trans-
formation of this fragment has received considerable attention [7].

In particular, we have recently reported that treatment of steroid
sapogenins with benzaldehyde and BF3Et,O in CH,Cl, leads to 23E-
benzylidenespirostanes in good yields [7g]. Further studies revealed
that 23E-benzylidene spirostanes 3a/b show a reactivity profile that
drastically differs from that of the parent spirostanes 1a/b. While oxi-
dation with CrOs in acetic acid led to dinorcholanic lactones 4a/b [7g],
reduction with NaBH3CN followed an unexpected course that led to the
benzyl spirostanes 6a/b and the benzylfurostane 7a in addition to the
expected 23E-benzylidene furostanes 5a/b [7h]. On the other hand
treatment with BF3Et,0 in AcOH/CH.Cl, produced low yields of the
novel spiro[furan]indene 8a [7]] (Scheme 1).

In addition, saponification of the acetate at position C-3 led to
spirostanols that showed significant cytotoxicity against several cancer
cells [8].

This prompted us to further explore the reactivity profile of this
family of compounds in search of new derivatives that may show bio-
logical activity or be useful as starting materials for the synthesis of
more complex bioactive steroids. Herein we report on the synthesis and

* Corresponding author.
E-mail address: martin.iglesias@unam.mx (M.A. Iglesias-Arteaga).
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characterization of different highly functionalized steroids derived from
25R and 25S 23E-benzylidene spirostanes. Exhaustive NMR character-
ization of the obtained compounds is presented. Additionally, some of
the obtained structures were confirmed with the aid of single crystal X-
Ray Diffraction studies.

2. Results and discussion
2.1. Hydrogenation experiments

Catalytic hydrogenation of 3a on Pd/C produced 98% of the single
compound (6a) with an equatorial benzyl group attached C-23. Similar
treatment of 3b afforded 89% of a mixture of compounds that after
separation were identified as 6b bearing the benzyl group at C-23 in
equatorial and its axial partner 9b (Scheme 2).

The observed NOE effects allowed the determination of the con-
figuration at C-23 in each compound (Scheme 2). Tables 1 and 2 show
the 'H and 'C signals corresponding to the side chains of compounds
6a, 6b and 9b. Single crystal X-ray Diffraction corroborated the pro-
posed structures for compounds 6a, 6b and 9b (Fig. 1, for discussion on
X-ray Diffraction see Supporting Information).

The high diastereoselectivity observed in the hydrogenation of the
25R benzylidene spirostane 3a can be attributed to the presence of the
axial O-16 attached to C-22 that hinder the hydrogenation from the a-
side, leaving hydrogenation from the B-side as the favored pathway. On
the contrary, in the 258 series the axial O-16 attached to C-22 and the
axial methyl group attached to C-25 hinders both a and [-sides and
justifies the lack of diastereoselectivity.
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H3CCOO

a: H-5a, R'=H, R?=CHj, (25R)
b: H-58, R'=CHj, R?>=H, (25S)

5alb 6a/b

i) BF3°Et,0, CH,Cly; ii) CrOg, AcOH; iii) NaBH3CN, AcOH; iv) BF3+Et,O, AcOH, CH,Cl,
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ref.7g

7a: No observed
7b

Scheme 1. Some reactions of 23E-benzylidene spirostanes.

3alb

NOE

a: H-5a, Ry= H, Ry= CHj (25R)
b: H-5b, R4= CHj3, Ry= H (25S)

meta

Scheme 2. Results of the catalytic hydrogenation of 23E-benzylidene spirostanes.

2.2. Epoxidation experiments

Treatment of 3a with m-CPBA in CH,Cl, for 24 h afforded 44% of a
mixture of two compounds that after separation were identified as the
diastereomeric epoxides 10a and 11a. Similar treatment of 3b afforded
39% of the single epoxide 10b in an extremely slow reaction (96h).
Extensive decomposition to mixtures of several minor unidentified
compounds was observed in both reactions. The observed NOE effects
allowed the determination of the orientation of the oxirane ring in each
compound (Scheme 3). Tables 3 and 4 show the 1H and °C signals
corresponding to the side chains of the epoxides 10a, 10b and 11a.
Single crystal X-ray Diffraction confirmed the proposed structures for
compounds 10a, and 10b (Fig. 2, for discussion on X-ray Diffraction see
Supporting Information)

The observed reversed diastereoselectivity compared to that of the

hydrogenation can be explained as follows. While in the 25R series,
coordination of m-CPBA to both O-16 and O-26 may direct the epox-
idation to the a- and B-sides and justifies the lack of diastereoselec-
tivity; in the 258 series the axial methyl group attached to C-25 hinders
the coordination to O-26 leaving epoxidation through the a-side as the
favored pathway.

3. Acid catalyzed rearrangements of 23E-benzylidene spirostanes

As previously described, treatment of tigogenin acetate (1a) with
benzaldehyde and BF3Et,O in 2/1 acetic acid/CH,Cl, mixture or re-
arrangement of the 23E-benzylidene spirostane 3a with BF3-Et,0 in 2/1
acetic acid/CH,Cl, afforded low yields of the spiro[furan]indene 8a
(Scheme 1) [7j]. This prompted us to find better conditions for the
synthesis of this interesting new family of steroids.
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Table 1
'H NMR signals of the side chains of compounds 6a, 6b and 9.
H 3a 6a As6a-53a 3b 6b As6b-53b 9b Asob-53b
H-16a 4.44  4.41 —0.03 4.47  4.43 —0.04 4.42 —0.05
H-18 0.83 0.81 —0.02 0.85 0.80 —-0.05 0.73 —-0.12
H-20 259 239 -0.20 2,50 233 -0.17 2.22 -0.28
H-21 1.10 1.11 0.01 1.11 1.03 —0.08 1.09 —0.02
H-23 - 1.89 - - 2.12 - 2.02 -
H-23"a 6.57 297 -3.60 6.72 297 -3.75 2.97 -3.75
H-23b 231 —-4.26 2.33 —-4.39 2.41 —4.31
H-26 ax. 3.55 3.30 -0.25 4.05 3.88 -0.17 3.86 -0.19
H-26 eq. 3.55 343 —-0.12 3.32  3.26 —0.06 3.25 —-0.07
H-27 0.80 0.71 —0.09 099 0.97 —0.02 0.92 -0.07
ortho 7.23 7.28 0.05 7.21  7.27 0.06 7.12 —0.09
meta 7.34 7.24 —0.10 7.32 7.13 -0.19 7.23 —-0.09
para 7.23  7.24 0.01 7.21 7.18 —0.03 7.12 -0.09

The signals of the starting materials 3a and 3b are included for comparison
purposes.

Table 2
13C NMR signals of the side chains of compounds 6a, 6b and 9.
C 3a 6a As6a-53a 3b 6b As6b-53b 9b Asob-53b
16 80.4 80.8 +0.4 81.0 81.0 0.0 80.4 -0.6
17 61.6 61.6 0.0 61.8 61.5 -0.3 63.3 +1.5
18 16.7 16.7 0.0 16.7 16.7 0.0 16.5 —-0.2
20 37.3 36.9 -0.4 39.8 37.3 —-25 38.3 -15
21 14.8 14.4 -0.4 14.7 14.2 -0.5 16.5 +1.8
22 110.5 111.2 +0.7 111.4 111.8 +0.4 112.3 +0.9
23 137.1 40.3 —-96.8 136.8 34.6 —-102.2 42.4 —94.4
23" 122.8 37.2 —85.6 122.8 37.1 —85.7 37.7 —85.1
24 329 34.3 +1.4 30.9 31.8 +0.9 30.0 -0.9
25 33.1 30.7 —-2.4 30.3 28.0 -2.3 28.5 -1.8
26 66.1 66.0 -0.1 65.1 64.3 -0.8 65.8 +0.7
27 17.2 16.9 -0.3 18.3 16.6 -1.7 20.3 +2.0
ipso 137.2 1409 +3.7 137.2 1409 +3.7 140.9 +3.7
ortho 129.1 129.1 0.0 129.1 129.0 -0.1 129.1 +0.0
meta 128.1 128.2 +0.1 128.0 128.2 +0.2 128.2 +0.2
para 126.5 125.8 -0.7 126.5 125.7 -0.8 125.8 -0.7

The signals of the starting materials 3a and 3b are included for comparison
purposes.

In a first attempt, treatment of 23E-benzylidene spirostane 3a with
acetic anhydride and BF3Et,0 in CH,Cl, led to 87% of the benzylidene
furostene 12a instead of the expected spiro[furan]indene 8a. Similar
treatment of 3b produced 12b in 81%. NOE correlations allowed the
corroboration that the E configuration of the benzylidene moiety re-
mained unchanged (Scheme 4).

Tables 5 and 6 show the 'H and 'C signals corresponding to the
side chains of the 23E-benzylidene furostenes 12a or 12b.

In a rational mechanism, activation of acetic anhydride by BF3Et;0
produces the acetylation of the hydroxyl group at C-26, leading to F-
ring opening to produce the carbocation II that rapidly undergoes loss
of H-20 to afford the diene 12a (Scheme 5). A similar reaction pathway
can be proposed for the production of 12b.

Interestingly the absence of a protic acid drives the reaction course
to the dienes 12a and 12b rather than to the desired spiro[furan]in-
denes 8a and 8b. This led us to explore reaction conditions in the
presence of protic acids.

Table 7 shows the results of the evaluation of different acid catalysts
in protic acid media for the synthesis of 8a (Scheme 6). Treatment with
HClO4/AcOH significantly increased the yields compared with those
previously achieved employing BF3Et,O/AcOH [7j]. Nevertheless the
reaction is extremely slow and the better yields were achieved after
16 days.

Similar results were obtained when the mixture of sarsasapogenin
acetate (1b)/benzaldehyde or the 23E-benzylidene spirostane 3b were
treated with BF3Et,O/AcOH or HClO4/AcOH (Scheme 7, Table 8).
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Tables 9 and 10 show the 'H and '°C signals corresponding to the side
chains of the spiro[furan]indenes 8a and 8b.

In a reasonable mechanism, activation of acetic acid by BF3-Et,0 or
HCIO, produces the acetylation of the hydroxyl group at C-26, leading
to F-ring opening to produce the carbocation II as depicted in Scheme 5.
Resonance II <> IIa weakens the double bond between C-23 and C-23’
allowing rotation that places the phenyl ring near to the carbocation at
C-22 (IIc). Internal SgAr locks the indene moiety through the spiro
carbon at C-22 (Scheme 8). A similar reaction pathway can be claimed
for the production of 8b.

In a control experiment in which the diene 12a was treated with
HClO4/AcOH, TLC showed conversion of the starting material 12a into
a complex mixture in which the spiro[furan]indene 8a was not de-
tected. This suggests that production of the diene 12a and its re-
protonation to the intermediate II are not involved in the pathways to
the spiro[furan]indenes.

The different courses of the acid catalyzed rearrangements of 23E-
benzylidene spirostanes to the dienes 12a/12b or the spiro[furan]in-
denes 8a/b are then triggered by the presence or absence of a protic
acid.

Production of the spiro[furan]indenes 8a and 8b directly from the
corresponding steroid sapogenins la and 1b can be rationalized in
terms of a tandem process that includes our previously reported aldol
condensation of steroid sapogenins with benzaldehyde to produce 23E-
benzylidenespirostanes (Scheme 1) [7g], followed by the described
rearrangement in protic acid medium (Schemes 6 and 7).

4. Conclusions

The benzylidene moiety attached to C-23 confers to the spiroketal
fragment a reactivity profile that drastically differs from that of the
naturally occurring SS. Consequently, 23E-benzylidene spirostanes
pave the way to the synthesis of highly functionalized steroid deriva-
tives that are inaccessible from the naturally occurring SS.

Both epoxidation and catalytic hydrogenation of benzylidene spir-
ostanes are strongly influenced by the configuration at C-25. While
hydrogenation in the 25R series exclusively produced the equatorial
23S diastereomer, in the 258 series a mixture of both the equatorial and
23S and axial 23R diastereomers was produced. On the contrary,
epoxidation showed a reversed diastereoselectivity producing a mixture
of the a- and B-epoxides in the 25R series and exclusively the a-epoxide
in the 258 series.

Acid catalyzed rearrangement of 23E-benzylidene spirostanes fol-
lows different courses when conducted in protic or aprotic acidic
media. While treatment with Ac,0/BF3Et,0 in aprotic media leads to
the rearrangement to 23E-furostandienes (Scheme 4), the presence of a
protic acid (HClO4/AcOH or BF3Et;O/AcOH) drives the reaction
pathway to spiro[furanlindenes (Schemes 6 and 7).

5. Experimental

23E-Benzylidene spirostanes 3a and 3b were obtained as previously
described.[7 g] Reactions were monitored by TLC on Alugram® SIL G/
UV254 plates from Macherey-Nagel. Chromatographic plates were
sprayed with a 0.7% solution of vanillin in 2% ethanolic H,SO, and
heated until color developed. Melting points were measured on a Melt-
Temp II apparatus. NMR spectra were recorded in CDCl3 solutions in a
Varian INOVA 400 spectrometer using the solvent signals 7.26 ppm for
'H and 77.00 ppm for *3C as references. All NMR spectra were recorded
using the standard pulse sequences and parameters recommended by
the manufacturer and were processed employing MestreNova [See
http://mestrelab.com/]. (For copies of the 'H and **C NMR spectra see
supporting information file). HRMS (APCI) spectra were registered on a
PERKIN ELMER Model: AXION-2 TOF MS spectrometer. X-ray mea-
surements were performed with an Oxford Diffraction Atlas (Gemini)
diffractometer. CCDC 939,828 (6a), CCDC 939,829 (6b), CCDC
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Fig. 1. Crystal structures of compounds 6a, 6b and 9b with the thermal ellipsoids at 30% probability.

1,913,861 (9b) CCDC 1,913,860 (10a) and CCDC 1,913,862 (10b)
contain the supplementary crystallographic data for this paper. The
data can be obtained free of charge from The Cambridge Crystal-
lographic Data Centre via www.ccdc.cam.ac.uk/getstructures. For X-
ray discussion and data of compounds 9b, 10a and 10c see supporting
information file.

6. Procedures
6.1. Catalytic hydrogenation

General procedure for the catalytic reduction of 23E-benzylidene
spirostanes. Palladium over carbon (Pd/C) (10% w/w) was added to a
vacuum purged solution of 23E-benzylidene spirostane (0.5 mmol) in
CH,Cl, (10 mL) and ethanol (18 mL). This mixture was purged again
and stirred at room temperature under H, atmosphere until the starting
material was consumed (24h). The reaction mixture was filtered
through celite, the pad was washed with CH,Cl, and the filtrate was
evaporated. The obtained solid was purified through a chromatographic
column packed with silica gel (15g) using mixture hexane/ethyl
acetate (20/1) as eluent to afford the desired 23-benzyl-spirostanes.

The reaction of 23E-benzylidene tigogenin (3a) (273.4mg,
0.5 mmol) with Pd/C (27.3 mg, 10% w/w) (24 h) afforded (23S,25R)-

MCPBA
CH,Cl,

meta

a:25R; R'=H, R? = CH,
b: 25S; R'= CH;, R2=H

| para

10a meta 11a

Table 3
'H NMR signals of the side chains of compounds 10a, 10b and 11a.

H 3a 102  Asioasza 11a  Asitasza 3b  10b  Asiopsab
H-16a 4.44 448 +0.04 4.51 +0.07 4.47 4.49 +0.02
H-18 0.83 0.86 +0.03 0.89 +0.06 0.85 0.85 0.00
H-20 2,59 219 —0.40 211 —0.48 250 217 —0.33
H-21 1.10 1.12 +0.02 1.09 —0.01 111 117 +0.06
H-23" 6.57 4.10 —2.47 4.27 —2.30 6.72 4.14 —2.58

H-26 ax. 3.55 3.48 —0.07 3.43 —-0.12 4.05 4.03 —0.02

H-26eq. 3.55 3.46 —0.09 3.58 +0.03 3.32 3.26 —0.06
H-27 0.80 0.63 -0.17 0.72 —0.08 0.99 0.64 —0.35
ortho 7.23 7.32 +0.09 7.31 +0.08 7.21 731 0.10
meta 7.34 7.32 —0.02 7.31 —0.03 7.32 731 —0.01
para 7.23  7.32 +0.09 7.31 +0.08 7.21 7.31 +0.10

The signals of the starting materials 3a and 3b are included for comparison
purposes.

23-benzyl-5a-spirostan-3f3-ol acetate (6a). Yield: 268.7 mg (98%).
Mp. 207.0-209.7 °C. (from acetone/ CH,CL,). H NMR (CDCls, 400 MHz)
8 ppm: 7.28 (dd, J = 8.4, 7.0 Hz, 2H, H-ortho), 7.21-7.16 (m, 1H, H-
para), 7.16-7.12 (m, 2H, H-meta), 4.68 (tt, J = 11.5, 4.9 Hz, 1H, H-3a),
4.41 (dt, J = 9.0, 7.1 Hz, 1H, H-160a), 3.43 (ddd, J = 10.9, 4.6, 2.0 Hz,
1H, H-26 eq.), 3.30 (dd, J = 11.0, 11.0Hz, 1H, H-26 ax.), 2.97 (dd,
J =13.8, 3.4Hz, 1H, H-23’a), 2.43-2.35 (m, 1H, H-20), 2.34-2.27 (m,

meta meta

meta 10b meta

Scheme 3. Epoxidation of 23E-benzylidene spirostanes.
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Table 4
!13C NMR signals of the side chains of compounds 10a, 10b and 11a.

C 3a 10a  Asioa-s3a 112 Asinassa 3b 10b  Asiob-s3b

16 80.4 81.2 +0.8 81.8 +1.4 81.0 81.2 +0.2
17 61.6 63.1 +1.5 62.3 +0.7 61.8 62.7 +0.9

18 16.7 16.4 -0.3 16.8 +0.1 16.7 16.4 -0.3
20 37.3 33.3 —-4.0 35.8 -15 39.8 33.6 -6.2
21 14.8 16.7 +1.9 16.1 +1.3 14.7 16.2 +1.5
22 110.5 109.9 -0.6 109.6 -0.9 111.4 110.5 -0.9
23 1371  62.5 —74.6 63.2 -73.9 136.8 61.0 —75.8
23" 122.8 61.2 —-61.6 59.5 —63.3 122.8 621 —60.7
24 329 31.1 -18 331 +0.2 30.9 27.7 -3.2
25 331 30.9 —-2.2 29.1 -4.0 30.3 30.1 -0.2
26 66.1 66.0 -0.1 66.0 -0.1 65.1 64.5 -0.6
27 17.2 16.7 -0.5 16.9 -0.3 18.3 17.1 -1.2
ipso 1372 135.1 -2.1 135.4 -1.8 137.2 135.2 -2.0
ortho 129.1 126.3 —-2.8 126.3 —-2.8 129.1 126.8 —-23
meta 128.1 128.0 -0.1 128.0 -0.1 128.0 127.8 -0.2

para 126.5 127.5 +1.0 127.4 +0.9 126.5 127.5 +1.0

The signals of the starting materials 3a and 3b are included for comparison
purposes.

1H, H-23’b), 1.89 (m, 1H, H-23), 2.01 (s, CH; acetyl), 1.00 (d,
J = 7.0 Hz, 3H, H- 21), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.81 (s, 3H, H-18), 0.71 (d,
J = 6.6 Hz, H-27). '3C NMR (CDCl;, 100.53 MHz) & ppm: 36.7C-1,
27.4C-2, 73.6C-3, 34.0C-4, 44.6C-5, 28.5C-6, 32.2C-7, 34.9C-8, 54.2C-
9, 35.6C-10, 21.0C-11, 40.1C-12, 41.0C-13, 56.1C-14, 31.6C-15, 80.8C-
16, 61.6C-17, 16.7C-18, 12.3C-19, 36.9C-20, 14.4C-21, 111.2C-22,
40.3C-23, 34.3C-24, 30.7C-25, 66.0C-26, 16.9C-27, 21.4CH; acetyl,
170.6C = O acetyl, 37.2C-23’, 140.9 ipso, 129.1 ortho, 128.2 meta,
125.8 para. HRMS (APCI) Observed CyHs304 549.3945 (MH™) re-
quires 549.3944.

The reaction with 23E-benzylidene sarsasapogenin (3b) (273.4 mg,
0.5 mmol) with Pd/C (27.3mg, 10% w/w) (24 h) afforded 245.0 mg
(89%) of a mixture of 6a and 6b. Analytical samples of each compound
were obtained by separation in a chromatographic column as described
in the general procedure

(23S,258)-23-benzyl-5p-spirostan-33-ol acetate (6b). Mp.
180.3-181.1 °C (from acetone/ CH,CL,). 'H NMR (400 MHz, CDCls) &
ppm: 7.27 (dd, J = 10.0, 4.7 Hz, 2H, H-ortho), 7.18 (t, J = 7.3 Hz, 1H,
H-para), 7.13 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-meta), 5.07 (s, 1H, H-3a), 4.43 (dd,
J =15.9,7.2Hz, 1H, H-16a), 3.88 (dd, J = 10.9, 2.4 Hz, 1H, H-26 ax.),
3.26 (d, J = 11.3Hz, 1H, H-26 eq.), 2.97 (dd, J = 13.7, 3.5Hz 1H, H-
23’a), 2.33 (m, 2H, H-20, H-23’b), 2.16-2.07 (m, 1H, H- 23), 2.04 (s,
3H, CH; acetyl), 1.03 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-21), 0.99 (s, 3H, H-19), 0.97
(d, J=7.0Hz, 3H, H-27), 0.80 (s, 3H, H-18). '*C NMR (CDCls,
100.53MHz) 8 ppm: 30.6C-1, 25.0C-2, 70.7C-3, 30.7C-4, 37.3C-5,
26.4C-6, 26.5C-7, 35.2C-8, 40.0C-9, 35.0C-10, 20.9C-11, 40.3C-12,
41.1C-13, 56.3C-14, 31.6C-15, 81.0C-16, 61.5C-17, 16.7C-18, 23.9C-
19, 37.3C-20, 14.2C-21, 111.8C-22, 34.6C-23*, 31.8C-24, 28.0C-25,
64.3C-26, 16.6C-27, 21.5CH3 acetyl, 170.6C = O acetyl, 37.1C-23’,
140.9 ipso, 129.0 ortho, 128.2 meta, 125.7 para. HRMS (APCI) Observed
C36Hs304 549.3941 (MH™) requires 549.3944.

(23R,255)-23-benzyl-5f-spirostan-33-ol acetate (9b). Mp.
194.7-196.7 °C (from ethyl acetate/ CH,Cl;). "H NMR (400 MHz, CDCl3)
8: 7.23 (m, 2H meta), 7.12 (m, 3H ortho + para), 5.00 (q, J = 2.9 Hz,
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1H, H-3 ), 4.42 (ddd, J = 8.9, 7.4, 6.1 Hz, 1H, H-16 a), 3.86 (dd,
J=11.3, 4.9Hz, 1H, H-26 ax.), 3.25 (dd, J = 11.3, 3.4Hz, 1H, H-
26 eq), 2.97 (dd, J = 13.2, 3.7 Hz, 1H, H-23’a), 2.49-2.32 (m, 1H, H-
23’b), 2.22 (p, J = 6.9 Hz, 1H, H-20), 1.97 (s, 3H, CHj acetyl), 1.09 (d,
J = 7.0 Hz, 3H, H-21), 0.94-0.89 (m, 6H, H-19 + H-27), 0.73 (s, 3H, H-
18). *C NMR (100.53 MHz, CDCls) 8 ppm: 30.6C-1; 25.0C-2; 70.6C-3,
31.8C-4, 37.3C-5, 26.4C-6, 26.4C-7, 35.2C-8, 40.0C-9, 35.0C-10, 20.8C-
11, 40.2C-12, 41.2C-13, 56.2C-14, 30.7C-15, 80.4C-16, 63.3C-17,
16.5C-18, 23.8C-19, 38.3C-20, 16.5C-21, 112.3C-22; 42.4C-23, 30.0C-
24, 28.5C-25, 65.8C-26, 20.3C-27, 170.7C = O acetyl, 21.5CH; acetyl,
37.7C-23’, 140.9 ipso, 129.1 ortho, 128.2 meta, 125.8 para. HRMS
(APCI) Observed C3gHs304 549.3924 (MH™) requires 549.3944.

6.2. Epoxidation

General procedure for the epoxidation of 23E-benzylidene spirostanes.
m-CPBA was added to a solution of the 23E-benzylidene spirostane in
CH,Cl, (15 mL) and the mixture was stirred at room temperature until
the starting material was consumed. The reaction mixture was diluted
with ethyl acetate (50 mL) and washed with solution at 5% of Na,SO;
(4 X 30mL), water (3 X 15mL), solution at 10% of NaHCOs;
(6 x 15mL), water (4 X 15mL) and saturated solution of NaCl
(2 X 15mL), dried (anh. Na,SO,4) and evaporated. The obtained solid
was purified through a chromatographic column packed with silica gel
(20 g) using CH,Cl, as eluent to afford the desired 23-benzyl-23,23’-
epoxy-spirostane.

The reaction of 23E-benzylidene tigogenin (3a) (273.4mg,
0.5 mmol) with m-CPBA (216 mg, 1.25 mmol) (24 h) afforded 123.8 mg
(44%) of a mixture epimeric epoxides that were separated to afford
analytical samples of 10a and 11a.

[23R,23’S,25R] -23,23’-epoxy-23-benzyl-5a-spirostan-33-ol
acetate (10a). Mp. 236.8-238.5 °C (from CH,Cl,/ethyl acetate). 'H NMR
(CDCl3, 400 MHz) 8 ppm: 7.39-7.24 (m, 5H, H-Ar), 4.68 (tt, J = 11.5,
4.9 Hz, 1H, H-3a), 4.48 (td, J = 7.9, 5.7 Hz, 1H, H-160), 4.10 (s, 1H, H-
23", 3.48 (d, J = 1.5Hz, 1H, H-26a), 3.46 (m, 1H, H-26b), 2.19 (p,
J = 6.8 Hz, 1H, H-20p), 2.02 (s, 3H, CHj; acetyl), 1.12 (d, J = 6.9 Hz,
3H, H-21), 0.86 (s, 3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.63 (d, J = 6.6 Hz,
3H, H-27). *C NMR (CDCl;, 100.53 MHz) § ppm: 36.8C-1, 27.5C-2,
73.6C-3, 34.0C-4, 44.7C-5, 28.5C-6, 32.1C-7, 35.2C-8, 54.3C-9, 35.6C-
10, 20.9C-11, 40.0C-12, 41.3C-13, 56.4C-14, 31.9C-15, 81.2C-16,
63.1C-17, 16.4C-18, 12.3C-19, 33.3C-20, 16.7C-21, 109.9C-22, 62.5C-
23, 31.1C-24, 30.9C-25, 66.0C-26, 16.7C-27, 21.5CH3 acetyl,
170.7C = O acetyl, 61.2C-23’, 135.1 ipso, 126.3 ortho, 128.0 meta,
127.5 para. HRMS (APCI) Observed Cs¢Hs10s 563.3703 (MH™) re-
quires 563.3737.

[23S,23'R,25R] -23,23’-epoxy-23-benzyl-5a-spirostan-33-ol
acetate (11a). Mp. 199-200.3°C (from CHCly/acetone): 'H NMR
(CDCl3, 400 MHz) 8 ppm: 7.40-7.21 (m, 5H H-Ar), 4.69 (tt, J = 10.9,
4.9 Hz, 1H, H-3a), 4.51 (td, J = 8.0, 5.9 Hz, 1H, H-160), 4.27 (s, 1H, H-
23), 3.58 (ddd, J=11.0, 4.5, 2.1Hz, 1H, H-26eq.), 3.43 (t,
J =11.1Hz, 1H, H-26 ax..), 2.11 (p, J = 7.1 Hz, 1H, H-20p), 2.02 (s,
3H, CH; acetyl), 1.09 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H-21), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.85
(s, 3H, H-19), 0.72 (d, J=6.6Hz, 3H, H-27) '>)C NMR (CDCl,
100.53 MHz) 8 ppm: 36.7C-1, 27.5C-2, 73.6C-3, 34.0C-4, 44.6C-5,

Fig. 2. Crystal structures of compounds 10a, 10b with the thermal ellipsoids at 50% probability.
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3a/3b a R'= CHs, R2 =
i) Ac,O, BF3+Et,0 H; b:R'=H, R? =
CHs

Scheme 4. BF3Et,0 catalyzed acetolysis of 23E-benzylidene spirostanes.

Table 5
'H NMR signals of the side chains of compounds 12a and 12b.
H 3a 122 Asi2as3a 3b 12b  Asizp.ssp Scheme 5. Plausible reaction mechanism.
H-16a 4.44 4.81 +0.37 4.47 4.81 +0.34
H-18 0.83 0.75 —0.08 0.85 0.76 —0.09 Table 7
H-20 2.59 - N 2.50 - N Optimization of the synthesis of spiro[furan]indene 8a.
H-21 1.10 (d) 1.81 (s) +0.71 1.11 (d) 1.82 (s) +0.71
H-23’ 6.57 6.68 +0.11 6.72 6.68 —0.04 Starting material Conditions Reaction time (h)* yield%
H-24 Pro-R  2.10 (ax.) 2.32 +0.22 2.29 (ax.) 2.30 +0.01
H-24 Pro-S  2.78 (eq.) 2.51 -0.27 2.72 (eq.) 2.56 -0.16 la BF3Et,0/AcOH/CH,Cl, 63 20
H-26 Pro-S  3.55 (ax.) 3.85 +0.30 4.05 (ax.) 3.84 -0.21 la HClO4/AcOH/CH,Cl, 384 56
H-26 Pro-R  3.55 (eq.) +0.30 3.32 (eq.) +0.52 la BF3-2CH3COOH/CH,Cl, 96 4
H-27 0.80 0.86 +0.06 0.99 0.89 -0.10 3a BF3Et,0/AcOH/CH,Cl, 48 13
ortho 7.23 7.32 +0.09 7.21 7.28 +0.07 3a HClO4/AcOH/CH,Cl, 55 17
meta 7.34 7.25 —-0.09 7.32 7.28 —-0.04 3a HClO,4/AcOH/CH,Cl, 192 26
para 7.23 7.25 +0.02 7.21 7.28 +0.07

* All reaction reactions were carried out at room temperature
The signals of the starting materials 3a and 3b are included for comparison
purposes.

Table 6
13C NMR signals of the side chains of compounds 12a and 12b.
C 3a 12a As12a.53a 3b 12b Asi2b-53b
16 80.4 84.3 +3.9 81.0 84.2 +3.2
17 61.6 65.3 +3.7 61.8 65.3 +3.5
18 16.7 14.2 —-2.5 16.7 14.2 —-25
20 37.3 107.7 +70.4 39.8 107.6 +67.8
21 14.8 13.1 -1.7 14.7 13.1 -1.6
22 110.5 151.8 +41.3 111.4 152.0 +40.6
23 137.1 132.1 -5.0 136.8 132.0 —-4.8
23’ 122.8 131.8 +9.0 122.8 131.8 +9.0
24 32.9 31.8 -1.1 30.9 31.7 +0.8
25 33.1 31.7 -1.4 30.3 31.7 +1.4
26 66.1 68.8 +2.7 65.1 68.6 +3.5 . N
27 17.2 16.9 —0.3 18.3 16.9 14 i) BF3°Et,0, AcOH, CH,Cly; ii) HCIO4, AcOH, CH,Cly; iii) BF322CH3;COOH, CH,Cl,
0'1::0 ng ng _0'1(?0 12;? g;; _06(.)3 Scheme 6. Acid catalyzed rearrangement of 23E-benzylidene spirostane 3a.
meta 128.1 128.9 +0.8 128.0 128.1 +0.1
para 126.5 126.7 +0.2 126.5 126.7 +0.2

The signals of the starting materials 3a and 3b are included for comparison
purposes.

28.5C-6, 32.1C-7, 35.2C-8, 54.1C-9, 35.6C-10, 20.9C-11, 39.7C-12,
41.4C-13, 56.3C-14, 31.8C-15, 81.8C-16, 62.3C-17, 16.8C-18, 12.2C-
19, 35.8C-20, 16.1C-21, 109.6C-22, 63.2C-23, 33.1C-24, 29.1C-25,
66.0C-26, 16.9C-27, 21.4CH; acetyl, 170.7C = O acetyl, 59.5C-23’,
135.4 ipso, 126.3 ortho, 128.0 meta, 127.4 para. HRMS (APCI) Observed
Ca6Hs105 563.3674 (MH™) requires 563.3737.

The reaction of 23E-benzylidene sarsasapogenin (3b) (273.4 mg,
0.5 mmol) with m-CPBA (216 mg, 1.25 mmol) (Reaction time 96 h) af-
forded: [23R,23’S,25S5]-23,23’-epoxy-23-benzyl-53-spirostan-33-ol
acetate (10b). Yield: 111.1mg (39%). Mp. 279.4-280.4°C (from
CHCly/ethyl acetate) "H NMR (CDCls, 400 MHz) & ppm: 7.36-7.26 (m, i) BF3°Et,0, AcOH, CH,Cly; i) HCIO,, AcOH, CH,Cl,
5H H-Ar), 5.07 (q, J = 2.8Hz, 1H, H-3a), 4.49 (ddd, J = 8.7, 7.6,

Scheme 7. Synthesis of spiro[furan]indene 8b.
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Table 8
Optimization of the synthesis of spiro[furan]indene 8b.
Starting material Conditions Reaction time (h)* yield%
1b BF3Et,0/AcOH/CHCl, 30 11
1b HClO4/AcOH/CH,Cl, 384 50
3b HCIO4/AcOH/CH,Cl, 24 0
3b HClO4/AcOH/CHCl, 240 25
3b HClO4/AcOH/CH,Cl, 384 46
* All reaction reactions were carried out at room temperature
Table 9
'H NMR signals of the side chains of spiro[furan]indenes 8a and 8b.
H 3a 8a As 8a-53a 3b 8b As 8b-53b
H-16a 4.44 4.99 +0.55 4.47 5.00 +0.53
H-17 1.90 2.20 +0.30 1.88 2.21 +0.33
H-18 0.83 0.99 +0.16 0.85 0.99 +0.14
H-20 2.59 2.55 —0.04 2.50 2.53 +0.03
H-21 1.10 0.55 -0.55 1.11 0.55 —0.56
H-23’ (7%) 6.57 6.36 —0.21 6.72 6.36 —0.36
H-26 Pro-R 3.55 (ax.) 4.00 +0.45 4.05 (ax.) 4.05 0.00
H-26 Pro-S 3.55 (eq.) 3.32 (eq.) 3.96 +0.64
H-27 0.80 0.98 +0.18 0.99 1.03 +0.04
ortho (1°) 7.23 - - 7.21 - -
ortho (5%) 7.23 7.11 —-0.12 7.21 7.10 -0.11
meta (2') 7.34 7.32 —0.02 7.32 7.32 0.00
meta (4) 7.34 7.05 -0.29 7.32 7.05 -0.27
para (3’) 7.23 7.16 -0.07 7.21 7.16 —0.05

The signals of the starting materials 3a and 3b are included for comparison
purposes.

Table 10
13C NMR signals of the side chains of spiro[furan]indenes 8a and 8b.

C 3a 8a A5 8a-53a 3b 8b As 8b-53b

16 80.4 84.3 +3.9 81.0 84.3 +3.3

17 61.6 63.2 +1.6 61.8 63.3 +1.5

18 16.7 16.9 +0.2 16.7 17.0 +0.3

20 37.3 36.2 -1.1 39.8 36.2 —3.6

21 14.8 15.3 +0.5 14.7 15.3 +0.6

22 110.5 101.2 -9.3 111.4 101.0 —-10.4

23 137.1 148.5 11.4 136.8 148.6 +11.8

23’ (7)) 122.8 128.5 +5.7 122.8 128.1 +5.3

24 32.9 31.0 -1.9 30.9 30.4 -0.5

25 33.1 31.4 -1.7 30.3 31.5 +1.2

26 66.1 69.6 +3.5 65.1 69.0 +3.9

27 17.2 17.1 -0.1 18.3 17.5 -0.8

ipso (6) 137.2 145.5 +8.3 137.2 145.3 +8.1

ortho (1’) 129.1 142.8 13.7 129.1 142.8 +13.7

ortho (5%) 129.1 120.6 -85 129.1 120.6 -85

meta (2') 128.1 124.0 -4.1 128.0 123.9 —-4.1

meta (4') 128.1 124.6 -3.5 128.8 124.5 —4.3

para (3’) 126.5 127.9 +1.4 126.5 127.9 +1.4

The signals of the starting materials 3a and 3b are included for comparison
purposes.

6.0 Hz, 1H, H-16a), 4.14 (s, 1H, H-23"), 4.03 (dd, J = 11.0, 2.8 Hz, 1H,
H-26 ax.), 3.26 (dt, J = 11.2, 1.8 Hz, 1H, H-26 eq.), 2.32 (dd, J = 13.1,
5.0 Hz, 1H, H-24 ax.), 2.17 (p, J = 7.3, 6.8 Hz, 1H, H-20p), 2.05 (s, 3H,
CHj acetyl), 1.78 (d, J = 5.8 Hz, 1H, H-17a), 1.22 (t, J = 2.3 Hz, 1H, H-
24 eq.), 1.17 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-21), 0.99 (s, 3H, H-19), 0.85 (s, 3H,
H-18), 0.64 (d, J = 7.2 Hz, 3H, H-27).3C NMR (CDCls, 100.53 MHz) &
ppm: 30.7C-1, 24.9C-2, 70.7C-3, 31.8C-4, 37.2C-5, 26.4C-6, 26.4C-7,
35.3C-8, 40.0C-9, 35.0C-10, 20.8C-11, 40.2C-12, 41.3C-13, 56.5C-14,
30.6C-15, 81.2C-16, 62.7C-17, 16.4C-18, 23.9C-19, 33.6C-20, 16.2C-
21, 110.5C-22, 61.0C-23, 27.7C-24, 30.1C-25, 64.5C-26, 17.1C-27,
21.5CHj3 acetyl, 170.7C = O acetyl, 62.1C-23’, 135.2 ipso, 126.8 ortho,
127.8 meta, 127.5 para. HRMS (APCI) Observed CscHs,05 563.3773
(MH™*) requires 563.3737.

Steroids 151 (2019) 108462

6.3. Acid-catalyzed rearrangements of 23E-benzylidene-spirostanes

General procedure for the BF3Et,0 catalyzed acetolysis of 23E-benzy-
lidene spirostanes:-BF3Et,0 (0.3 mL) was added to a solution of benzyli-
dene spirostane (273.4mg, 0.5mmol) in CH,Cl, (2.5mL) and Ac,O
(3mL) and the mixture was stirred at room temperature until the
starting material was consumed (TLC, hexane/ethyl acetate 4/1,
30 min). The reaction mixture was carefully poured into water (40 mL)
and extracted with ethyl acetate (2 X 30 mL). The organic layer was
washed with water (7 X 25mL), and a saturated solution of NaCl
(1 x 30mL), dried (anh. NaySO4) and evaporated. The obtained solid
was purified through a chromatographic column packed with silica gel
(10 g) using mixture hexane/ethyl acetate (10/1) as eluent to afford the
desired 23E-benzylidene furostene.

(25R,23E)-23-benzyliden-5a-furost-20(22)-en-3f3,26-diol (12a).
Yield 255.2mg, (87%). Clear oil. 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) & ppm:
7.32 (m, 2H, H-ortho), 7.25(m, 3H H-meta + H-para), 6.68 (s, 1H, H-
23", 4.81 (ddd, J = 10.2, 7.8, 5.6 Hz, 1H, H-16a), 4.69 (tt, J = 11.3,
49Hz, 1H, H-3a), 3.85 (dt, J = 7.7, 3.6Hz, 2H, H-26), 2.58 (d,
J =10.2Hz, 1H, H-17), 2.51 (ddd, J = 14.2, 6.8, 1.3 Hz, 1H, H-24a),
2.32(dd, J = 13.9, 8.0 Hz, 1H, H-24b), 2.20 (ddd, J = 12.3,7.9, 5.9 Hz,
1H, H-15a), 2.02 (s, 3H, CHj; acetyl), 1.95 (s, 3H, , CH; acetyl), 1.81 (d,
J = 0.9 Hz, 3H, H-21), 0.86 (d, J = 8.4 Hz, 3H, H-27), 0.85 (s, 3H, H-
19), 0.75 (s, 3H, H-18). 0.70 (td, J = 11.3, 4.2 Hz, 1H, H-9a). *C NMR
(CDCl;, 100.53MHz) 8 ppm: 36.7C-1, 27.4C-2, 73.6C-3, 34.0C-4,
44.6C-5, 28.5C-6, 32.2C-7, 34.9C-8, 54.2C-9, 35.6C-10, 21.13C-11,
39.7C-12, 44.2C-13, 54.9C-14, 34.2C-15, 84.3 C-16, 65.3 C-17, 14.2C-
18, 12.9C-19, 107.7C-20, 13.1 C-21, 151.8 C-22, 132.1 C-23, 31.8 C-24,
31.7C-25, 68.8 C-26, 16.9C-27, 20.3 21.5 2 x CHj acetyl, 170.7 171.1
2 X C=0 acetyl, 131.8 C-23’, 137.2 ipso, 128.1 2 X ortho, 128.9
2 X meta, 126.7 para. HRMS (APCI) Observed CsgHs305 589.3896
(MH™") requires 589.3893.

(25R,23E)-23-benzyliden-53-furost-20(22)-en-3f3,26-diol (12b).
Yield 239.2mg, (81%) Clear oil. 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm:
7.45-7.11 (m, 5H, H-phenyl), 6.68 (s, 1H, H-23"), 5.07 (m, 1H, H-3a),
4.81 (ddd, J = 10.3, 7.8, 5.6 Hz, 1H, H-16a), 3.84 (d, J = 5.6 Hz, 2H,
H-26), 2.60 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-15), 2.56 (m, 1H, H-24a), 2.30 (ddd,
J =13.8, 7.7, 1.1 Hz, 1H, H-24b), 2.21 (ddd, J = 12.4, 7.9, 5.9 Hz, 1H,
H-15a), 2.05 (s, 3H, CHj3 acetyl), 1.92 (s, 3H, CH; acetyl), 1.82 (s, 3H,
H-21), 1.00 (s, 3H, H-19), 0.89 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H-27), 0.76 (s, 3H,
H-18). '3C NMR (100.53MHz) & ppm: 30.6C-1, 25.0C-2, 70.7C-3,
30.8C-4, 37.3C-5, 26.4C-6, 26.5C-7, 35.1C-8, 40.0C-9, 35.0C-10, 21.0C-
11, 39.9C-12, 44.4C-13, 55.1C-14, 34.2C-15, 84.2C-16, 65.3C-17,
14.2C-18, 23.8C-19, 107.6C-20, 13.1C-21, 152.0C-22, 132.0C-23,
31.7C-24, 31.7C-25, 68.6C-26, 16.9C-27, 20.7 21.5 2 x CHj acetyl,
170.7 171.2 2 x C=0 acetyl, 131.8C-23’, 137.2 ipso, 128.8 2 X ortho,
128.1 2 x meta, 126.7 para. HRMS (APCI) Observed C3gHs30s5
589.3893 (MH™) requires 589.3893.

6.4. Synthesis of spiro[furan]indenes from steroid sapogenins

(22R,25R)Indene [97,87:22,23] -5a-furostan-3f3,26-diol  diace-
tate (8a) BFsEt,0 as catalyst. BF3Et;0 (0.6 mL) was added to a solution
of tigogenin acetate (1a) (458.7 mg, 1 mmol) in CH,Cl, (5mL) and
acetic acid (6 mL), and the mixture was stirred at room temperature for
30 min. Benzaldehyde (212.2 mg, 2 mmol) dissolved in CH5Cl, (2 mL)
was added and the mixture was stirred at room temperature for 63 h.
(TLC hexane/ethyl acetate, 8/1 x 2). The reaction mixture was care-
fully poured into water and extracted with ethyl acetate (3 x 30 mL).
The combined organic layers were washed with water (3 x 30 mL),
10% Na,CO; solution (3 X 30 mL), water (4 X 30mL) and saturated
solution of NaCl (1 x 30 mL), dried (anh. Na,SO,4) and evaporated. The
obtained oil was purified through a chromatographic column packed
with silica gel (25 g) using mixture hexane/acetone (99/1) as eluent to
afford 116.0mg, (20%) of the desired spiro[furan]indene 8a. Mp.
194.5-196.7 °C (from CH,Cl,/MeOH). 1H NMR (400 MHz, CDCl;) &



M.A. Ramos-Enriquez, et al.

Steroids 151 (2019) 108462

rotation arround
C-23-C-23'

Scheme 8. Reaction mechanism for rearrangement of 23E-benzylidene spirostanes to spiro[furan-indenes].

7.35-7.29 (m, 1H, H-2), 7.16 (td, J = 7.4, 1.1 Hz, 1H, H-3"), 7.12-7.09
(m, 1H, H-5%), 7.05 (td, J = 7.4, 1.3 Hz, 1H, H-4"), 6.36 (d, J = 1.5 Hz,
1H, H-7%), 4.99 (dt, J = 9.2, 7.0Hz, 1H, H-16a), 4.70 (tt, J = 11.3,
4.9 Hz, 1H, H-3a), 4.09-3.92 (m, 2H, H-26), 2.58-2.52 (m, 1H, H-20
B), 2.49 (ddd, J = 15.3, 5.2, 1.8 Hz, 1H, H-24a), 2.31 (ddt, J = 13.2,
6.5, 1.7 Hz, 1H, H-25), 2.20 (dd, J = 9.3, 7.8 Hz, 1H, H-17a), 2.07 (s,
3H, CHj acetyl), 2.05 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-24b), 2.02 (s, 3H, CH;
acetyl), 0.99 (s, 3H, H-18), 0.98 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-27), 0.87 (s, 3H,
H-19), 0.72 (td, J = 11.8, 10.4, 3.1, 1H, H-9a), 0.55 (d, J = 6.9 Hz, 3H,
H-21). °C NMR (100.53 MHz, CDCl3) 8 ppm: 36.7C-1, 27.5C-2, 73.7C-
3, 34.0C-4, 44.7C-5, 28.5C-6, 32.2C-7, 35.0C-8, 54.2C-9, 35.6C-10,
21.1C-11, 40.3C-12, 41.6C-13, 56.7C-14, 32.5C-15, 84.3C-16, 63.2C-
17, 16.9C-18, 12.3C-19, 36.2C-20, 15.3C-21, 101.2C-22, 148.5C-23,
31.0C-24, 31.4C-25, 69.6C-26 , 17.1C-27, 128.5C-7’, 142.8C-1’,
124.0C-2’, 127.9C-3’, 124.6C-4’, 120.6C-5’, 145.5C-6’, 21.5, 21.0
2 X CHj acetyl, 170.7, 171.2 2 x C=O0 acetyl. HRMS (APCI) Observed
C3gHs305 589.3867 (MH™) requires 589.3893.

(22R,25S8)indene [9,87:22,23] -53-furostan-3f3,26-diol diacetate
(8b). BF3Et,0 as catalyst. Similar treatment of sarsapogenin acetate
(1b) (458.7 mg, 1 mmol) for 30 h afforded 64.5mg, (11%) of the de-
sired spiro[furan]indene 8b (clear oil). 'H NMR(CDCl; 400 MHz): §
(ppm) 7.32 (dd, J = 7.3, 1.1 Hz, 1H, H-2"), 7.16 (td, J = 7.4, 1.0 Hz,
1H, H-3"), 7.10 (m, 1H, H-5"), 7.05 (td, J = 7.4, 1.3 Hz, 1H, H-4), 6.36
(s, 1H, H-7"), 5.09 (m, 1H, H-3a), 5.00 (td, J = 9.2, 8.2, 4.6 Hz, 1H, H-
16a), 4.05 (dd, J =10.8, 5.1Hz, 1H, H-26a), 3.96 (dd, J = 10.8,
6.3 Hz, 1H, H-26b), 2.53 (p, J = 7.1 Hz, 1H, H-20b), 2.21 (m, 1H, H-
17a), 2.07 (s, 3H, CHj3 acetyl), 2.05 (s, 3H, CHs acetyl), 1.03 (d,
J = 6.5 Hz, 3H, H-27), 1.01 (s, 3H, H-19), 0.99 (s, 3H, H-18), 0.55 (d,
J = 6.8 Hz, 3H, H-21). 3C NMR (100.53 MHz, CDCl5) § ppm: 30.6C-1,
25.0C-2, 70.6C-3, 30.7C-4, 37.3C-5, 26.4C-6, 26.4C-7, 35.2C-8, 40.0C-
9, 35.0C-10, 21.0C-11, 40.5C- 12, 41.7C-13, 56.8C-14, 32.5C-15,
84.3C-16, 63.3C-17, 17.0C-18, 23.8C-19, 36.2C-20, 15.3C-21, 101.0C-
22, 148.6C-23, 30.4C-24, 31.5C-25, 69.0C-26 , 17.5C-27, 128.1C-23/,
142.8C-17, 123.9C-2’, 127.9C-3%, 124.5C-4’, 120.6C-5", 145.3C-6’, 21.5,
21.0 2 x CH; acetyl, 170.7, 171.2 2 x C=0 acetyl. HRMS (APCI)
Observed C3gHs305 589.3862 (MH + ) requires 589.3893.

(22R,25R)Indene [97,87:22,23] -5a-furostan-3[3,26-diol  diace-
tate (8a) BF32CH3COOH complex as catalyst. BF3:2CH3COOH complex
(98%) (1 mL, 7.1 mmol of BF3) was added to a solution of tigogenin
acetate (1a) (229.3mg, 1 mmol) and benzaldehyde (2) (106.1 mg,
1 mmol) in CH,Cl, (3 mL). The mixture was flushed with argon and
stirred at room temperature (96h) (TLC hexane/ethyl acetate, 8/
1 X 2). The reaction mixture was carefully poured into water and di-
luted with ethyl acetate (50 mL). The organic layer was washed with
water (10 X 20 mL) and saturated solution of NaCl (1 x 20 mL), dried
(anh. Na,SO,) and evaporated. The obtained solid was purified through
a chromatographic column packed with silica gel (12 g) using mixture

hexane/acetone (99/1) as eluent to afford 10.4 mg, (4%) of 8a identical
as described above.

(22R,25R)Indene [97,87:22,23] -5a-furostan-3f3,26-diol  diace-
tate (8a) HCIO, as catalyst. HCIO4 (0.3 mL, 3.4 mmol) was added to a
solution of tigogenin acetate (la) (82.6 mg, 0.18 mmol) in CH,Cl,
(3mL) and acetic acid (1.1 mL) and the mixture was stirred at room
temperature for 30 min. Benzaldehyde (2) (38.2mg, 0.36 mmol) dis-
solved in CH,Cl, (0.5mL) was added and the mixture was stirred at
room temperature (384h) (TLC hexane/ethyl acetate, 8/1 x 2). The
reaction mixture was carefully poured into water and extracted with
ethyl acetate (3 X 20mL). The organic layer was washed with water
(4 x 15mL), 10% Na,COs solution (1 X 15mL), water (4 X 15mL)
and saturated solution of NaCl (1 X 15mL), dried (anh. Na,SO,4) and
evaporated. The obtained oil was purified through a chromatographic
column packed with silica gel (10g) using mixture hexane/acetone
(99/1) as eluent to afford 59.0 mg (56%) of the desired spiro[furan]
indene 8a identical as described above.

(22R,258)Indene [97,87:22,23] -53-furostan-3[3,26-diol diacetate
(8b). HCIO4 as catalyst. Similar treatment of sarsasapogenin acetate
(1b) (82.6 mg, 0.18 mmol) afforded 53.1 mg (50%) of the spiro[furan]
indene 8b identical as described above.

6.5. Synthesis of spiro[furan]indenes from 23E-benzylidene spirostanes

(22R,25R)Indene [97,8":22,23] -5a-furostan-3f3,26-diol  diace-
tate (8a). BF3Et,0 as catalyst. BF3'Et;0 (0.11 mL) was added to a so-
lution of 23E-benzylidene tigogenin (3a) (100 mg, 0.18 mmol) in
CH,Cl, (0.9mL) and acetic acid (1.1 mL), and was stirred at room
temperature (48 h) (TLC hexane/ethyl acetate, 8/1 X 2). The reaction
mixture was carefully poured into water and extracted with ethyl
acetate (3 X 15mL). The combined organic layers were washed with
water (2 X 15mL), 10% Na,COs; solution (2 X 15mL), water
(4 x 15mL) and saturated solution of NaCl (1 X 15mL), dried (anh.
Na,SO,4) and evaporated. The obtained oil was purified through a
chromatographic column packed with silica gel (10 g) using mixture
hexane/acetone (99/1) as eluent to afford 14.0 mg (13%) of the desired
spiro[furan]indene 8a identical as described above.

(22R,258)Indene [97,87:22,23] -53-furostan-3[3,26-diol diacetate
(8b). BF3Et,0 as catalyst. Similar treatment of 23E-benzylidene sarsa-
pogenin (3b) (100 mg, 0.18 mmol) for 240 h afforded 32.8 mg (25%) of
the spiro[furan]indene 8b identical as described above.

(22R,25R)Indene [97,8":22,23] -5a-furostan-3f3,26-diol  diace-
tate (8a) HCIO4 as catalyst. HCIO4 (0.3 mL, 3.4 mmol) was added to a
solution of 23E-benzylidene tigogenin (3a) (100 mg, 0.18 mmol) in
CH,Cl, (0.9 mL) and acetic acid (1.1 mL), and the mixture was stirred at
room temperature (TLC hexane/ethyl acetate, 8/1 x 2). After the re-
action was concluded, the mixture was carefully poured into water and
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extracted with ethyl acetate (3 X 20 mL). The organic layer was washed
with water (4 X 15mL), 10% Na,CO3 solution (1 X 15mlL), water
(4 x 15mL) and saturated solution of NaCl (1 X 15mL), dried (anh.
Na,SO,4) and evaporated. The obtained oil was purified through a
chromatographic column packed with silica gel (10 g) using mixture
hexane/acetone (99/1) as eluent to afford the desired spiro[furan]in-
dene 8a identical as described above. (Condition 1: Time 55h, yield:
18.7 mg, 17%. Condition 2: Time 192 h, yield: 28.0 mg, 26%).

(22R,258)Indene [97,87:22,23] -53-furostan-3[3,26-diol diacetate
(8b). HCIO, as catalyst. Similar treatment of 23E-benzylidene sarsapo-
genin (3b) (100 mg, 0.18 mmol) for 384 afforded 49.0 mg (46%) of the
desired spiro[furan]indene 8b identical as described above.

Acknowledgments

The authors acknowledge the financial support provided by
Direccién General de Asuntos del Personal Académico UNAM (Project
DGAPA-IN212417), the Faculty of Chemistry-UNAM (PAIP-5000-
9063). Thanks are due to CONACyT-México for the scholarship granted
to M.A.R-E.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.steroids.2019.108462.

References

[1] M.A. Iglesias-Arteaga, R. Pérez, C.S. Pérez, F. Coll, Spirostanic analogues of teast-
erone. Synthesis, characterisation and biological activity of laxogenin, (23S)-hydro-
xylaxogenin and 23-ketolaxogenin (23-oxolaxogenin), J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1
(2001) 261-266, https://doi.org/10.1039/B007656M.

[2] M.A. Iglesias-Arteaga, R. Pérez, C.S. Pérez, F. Coll, Spirostanic analogues of teast-
erone. Synthesis, characterisation and biological activity of laxogenin, (23S)-hydro-
xylaxogenin and 23-ketolaxogenin (23-oxolaxogenin), J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1
(2001) 261-266, https://doi.org/10.1039/B007656M;

b) M.A. Iglesias-Arteaga, R. Pérez, C.S. Pérez, F. Coll, Spirostanic analogues of
castasterone, Steroids 67 (2002) 159-163, https://doi.org/10.1016/S0039-128X(01)
00150-7;

¢) M. Romero-Avila, G. de Dios-Bravo, J.M. Mendez-Stivalet, R. Rodriguez-Sotres,
M.A. Iglesias-Arteaga, Synthesis and biological activity of furostanic analogues of
brassinosteroids bearing the 5a-hydroxy-6-oxo moiety, Steroids 72 (2005) 955-959,
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2007.08.007;

d) A. Rosado-Abédn, G. de Dios-Bravo, R. Rodriguez-Sotres, M.A. Iglesias-Arteaga,
Synthesis and plant growth promoting activity of dinorcholanic lactones bearing the
5a-hydroxy-6-oxo moiety, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 134 (2013) 45-50, https://
doi.org/10.1016/j.jsbmb.2012.10.007.

[3] M.A. Ramos-Enriquez, O.N. Medina-Campos, J. Pedraza-Chaverri, M.A. Iglesias-
Arteaga, Synthesis and radical scavenger properties of novel spirochromenes derived
from steroid sapogenins, Steroids 98 (2015) 132-137, https://doi.org/10.1016/j.
steroids.2015.03.013.

[4] R. Somaiah, K. Ravindar, R. Cencic, J. Pelletier, P. Deslongchamps, Synthesis of the
antiproliferative agent hippuristanol and its analogues from hydrocortisone via Hg
(II)-catalyzed spiroketalization: structure-activity relationship, J. Med. Chem. 57
(2014) 2511-2523, https://doi.org/10.1021/jm401799j.

[5] a) For reviews see, S. Lee, T.G. LaCour, P.L. Fuchs, Chemistry of Trisdecacyclic

[6

[7]

[8]

Steroids 151 (2019) 108462

Pyrazine Antineoplastics: The Cephalostatins and Ritterazines, Chem. Rev. 109
(2009) 2275-2314, https://doi.org/10.1021/cr800365m;

b) M.A. Iglesias-Arteaga, J.W. Morzycki, Cephalostatins and Ritterazines, in: H.J.
Knolker (Ed.), The Alkaloids: Chemistry and Biology, Elsevier, Amsterdam, 2013, pp.
153-279.

(a) Selected references, B. Jiang, H. Shi, W. Tian, W. Zhou, The convergent synthesis
of novel cytotoxic certonardosterol D2 from diosgenin, Tetrahedron 64 (2008)
469-476, https://doi.org/10.1016/j.tet.2007.11.028;

(b) Q.-H. Xu, X.-W. Peng, W.-S. Tian, A new strategy for synthesizing the steroids
with side chains from steroidal sapogenins: synthesis of the aglycone of OSW-1 by
using the intact skeleton of diosgenin, Tetrahedron Lett. 44 (2003) 9375-9377,
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2003.09.227;

(c) E. Lee, Y.T. Liu, P.H. Solomon, K. Nakanishi, Stereospecific conversion of
diosgenin to a-ecdysone, J. Am. Chem. Soc. 98 (1976) 1634-1635, https://doi.org/
10.1021/ja00422a086.

(a) For recent review see I. Jastrzebska, Chemistry of Steroidal Sapogenins — New
Advances in a Classical Field, Curr. Org. Chem. 16(2012) 353-372. https://doi.org/
10.2174/138527212799499895. Selected references, T.G. LaCour, Z. Tong,

P.L. Fuchs, Consequences of Acid Catalysis in Concurrent Ring Opening and
Halogenation of Spiroketals, Org. Lett. 1 (1999) 1815-1818, https://doi.org/10.
1021/01991078r;

(b) J. Sandoval-Ramirez, S. Meza-Reyes, R.E. del Rio, G. Hernandez-Linares, A.
Sudrez-Rojas, S. Rincén, N. Farfan, R.L. Santilldn, Regioselective cleavage of rings E
and F in sarsasapogenin, Steroids 68 (2003) 199-204, https://doi.org/10.1016/
$0039-128X(02)00170-8;

() L Jastrzebska, J.W. Morzycki, U. Trochimowicz, Lead tetraacetate—iodine
oxidation of 23-spirostanols, Tetrahedron Lett. 45 (2004) 1929-1932, https://doi.
org/10.1016/j.tetlet.2003.12.146;

(d) L Jastrzebska, J.W. Morzycki, Unusual Baeyer-Villiger Oxidation of 23-
Oxosarsasapogenin Acetate, Polish J. Chem. 79 (2005) 1245-1248, https://doi.org/
10.1002/chin.200547186;

(e) M.A. Iglesias-Arteaga, R.O. Arcos-Ramos, One-step axial acetoxylation at C-23 A
new method for the functionalization of the side chain of steroid sapogenins,
Tetrahedron Lett. 47 (2006) 8029-8031, https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2006.09.
078;

(f) M.A. Iglesias-Arteaga, R.O. Arcos-Ramos, J.M. Mendez-Stivalet, The unexpected
course of the reaction of steroid sapogenins with diacetoxyiodobenzene and
BF3'Et20 in formic acid, Tetrahedron Lett. 48 (2007) 7485-7488, https://doi.org/
10.1016/j.tetlet.2007.08.071;

(g) K.M. Ruiz-Pérez, M. Romero—Avila, V. Tinajero-Delgado, M. Flores-Alamo, M.A.
Iglesias-Arteaga, BF3-Et20-induced stereoselective aldol reaction with benzaldehyde,
and steroid sapogenins and its application to a convenient synthesis of dinorcholanic
lactones, Steroids 77 (2012) 819-828, https://doi.org/10.1016/j.steroids.2012.02.
016;

(h) M.A. Ramos-Enriquez, M. Flores-Alamo, M.A. Iglesias-Arteaga, An alternative
reduction course of the spiroketal side chain of steroid sapogenins induced by the
presence of a 23E-benzylidene moiety, Tetrahedron Lett. 54 (2013) 4401-4405,
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.06.011;

(i) M.A. Ramos-Enriquez, M.A. Iglesias-Arteaga, Synthesis of novel steroids bearing
a spirochromene side chain by BF3-Et20 catalyzed aldol condensation of spirostane
sapogenins and salicylaldehyde, Tetrahedron Lett. 55 (2014) 3325-3327, https://
doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.04.042;

(i) M.A. Ramos-Enriquez, M. Flores-Alamo, M.A. Iglesias-Arteaga, An unexpected
BF3-Et20-catalyzed rearrangement of 23E-benzylidenespirostanes to spiro[furan-
indenes], Tetrahedron Lett. 57 (2016) 2249-2252, https://doi.org/10.1016/j.tetlet.
2016.04.032;

K. Vargas-Romero, O. Alberto, M. Flores-Alamo, M.A. Iglesias-Arteaga, Baeyer-
Villiger reaction of steroid sapogenins by CF3COOH-H202. A short cut to pregnan-
3B,163,20-triol 3-monoacetates, Steroids 128 (2017) 1-5, https://doi.org/10.1016/j.
steroids.2017.10.001.

M.A. Ramos-Enriquez, K. Vargas-Romero, L. Rarova, M. Strnad, M.A. Iglesias-
Arteaga, Synthesis and in vitro anticancer activity of 23(23")E-benzylidenespir-
ostanols derived from steroid sapogenins, Steroids 128 (2017) 85-88, https://doi.
org/10.1016/j.steroids.2017.08.017.


https://doi.org/10.1016/j.steroids.2019.108462
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2019.108462
https://doi.org/10.1039/B007656M
https://doi.org/10.1039/B007656M
https://doi.org/10.1039/B007656M
https://doi.org/10.1039/B007656M
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(01)00150-7
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(01)00150-7
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(01)00150-7
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(01)00150-7
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2007.08.007
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2007.08.007
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2007.08.007
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2007.08.007
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2012.10.007
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2015.03.013
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2015.03.013
https://doi.org/10.1021/jm401799j
https://doi.org/10.1021/cr800365m
http://refhub.elsevier.com/S0039-128X(19)30152-7/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0039-128X(19)30152-7/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0039-128X(19)30152-7/h0045
https://doi.org/10.1016/j.tet.2007.11.028
https://doi.org/10.1016/j.tet.2007.11.028
https://doi.org/10.1016/j.tet.2007.11.028
https://doi.org/10.1016/j.tet.2007.11.028
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2003.09.227
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2003.09.227
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2003.09.227
https://doi.org/10.1021/ja00422a086
https://doi.org/10.1021/ol991078r
https://doi.org/10.1021/ol991078r
https://doi.org/10.1021/ol991078r
https://doi.org/10.1021/ol991078r
https://doi.org/10.1021/ol991078r
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(02)00170-8
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(02)00170-8
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(02)00170-8
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2003.12.146
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2003.12.146
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2003.12.146
https://doi.org/10.1002/chin.200547186
https://doi.org/10.1002/chin.200547186
https://doi.org/10.1002/chin.200547186
https://doi.org/10.1002/chin.200547186
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2006.09.078
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2006.09.078
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2006.09.078
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2006.09.078
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2007.08.071
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2007.08.071
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2007.08.071
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2007.08.071
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2007.08.071
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2012.02.016
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2012.02.016
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2012.02.016
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2012.02.016
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.06.011
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.06.011
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.06.011
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.06.011
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.04.042
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.04.042
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.04.042
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2014.04.042
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2016.04.032
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2016.04.032
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2016.04.032
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2016.04.032
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2017.10.001
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2017.08.017
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2017.08.017

	Portada 

	Índice 

	Resumen 

	Introducción 

	Capítulo 1. Antecedentes

	Capítulo 2. Hipótesis y Objetivos 

	Capítulo 3. Síntesis y Estudio de la Reactividad de los 23E-Bencilidenespirostanos y de los Dímeros
1,4-Dimetilidenbencen-Diespirostanos

	Capítulo 4. Síntesis de los Espirocromenos Derivados de Sapogeninas Esteroidales

	Capítulo 5. Síntesis y Estudios de la Reactividad de los Productos de la Condensación Aldólica entre
Sapogeninas Esteroidales y Benzaldehídos Monohidroxilados

	Capítulo 6. Síntesis de los Bencilidenespirostanos Dihidroxilados Derivados de la Tigogenina 

	Capítulo 7. Propiedades de Algunos de los Compuestos Obtenidos. Actividad Biológica y Aplicaciones
de los Derivados de Sapogeninas Esteroidales Obtenidos

	Conclusiones 

	Referencias Bibliográficas 

	Anexos



