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RESUMEN

Este trabajo de tesis esta dividido en dos secciones, la primera hace referencia a la sintesis de
solidos funcionales potenciales y la segunda al estudio de un mecanismo de reaccion; ambos
trabajos empleando modelos esteroidales. Con respecto a la primera seccion, las reacciones
se realizaron utilizando como materia prima al acido colico, el cual se ha reportado como
materia prima para la sintesis de colapodos, una clase importante de compuestos
derivatizados a partir del acido cdlico con propiedades caracteristicas e interesantes para el
tratamiento de diversos padecimientos o aplicaciones en nanotecnologia como
biomimetizadores celulares, receptores anionicos y/o transportadores de farmacos. Debido a
su importancia y potencial diversidad estructural, en este trabajo se reportan nuevas
metodologias para derivatizar al acido colico y la sintesis de un nuevo colapodo esteroidal.
Este colapodo (estructura 5) se obtuvd a través de una ruta de sintesis de 3 pasos. Esta ruta
inicid con la purificacion de la materia prima, consecuentemente se llevd a cabo la
esterificacion de la parte acida de la molécula mediante sintesis asistida por microondas
reduciendo los tiempos de reaccion e incrementando su selectividad y rendimiento. A partir
del producto esterificado se obtuvo el compuesto 5 a través de la sustitucion de los grupos
hidroxilo por azidas con un rendimiento del 83%. Se llevaron a cabo pruebas para la
obtencion del compuesto 4, para el cual, previamente, se llev6 a cabo la acetilacion de los
grupos hidroxilo del ester, para posteriormente realizar la propargilacion de los acetatos,
desafortunadamente no se pudo obtener de manera satisfactoria este compuesto. Los diversos
productos de reaccion se caracterizaron por resonancia magnética nuclear de *H y 3C,
espectroscopia infrarroja, polarimetria, difraccion de rayos X de so6lidos y microscopia
electronica de barrido.

En la segunda seccion de este trabajo, se reestudio la hidroboracion oxidativa (HBO) en A®-
esteroides. La reaccion de hidroboracion (HB) ha sido empleada por afios desde su
descubrimiento por Herbert C. Brown para la obtencidn de alcoholes a partir de alquenos con
configuracién anti-Markovnikov, siendo el producto principal el compuesto generado por la
adicion syn del borano. La HB se ha llevado a cabo por décadas en A®-esteroides obteniendo
los productos principales con buen rendimiento (aproximadamente 80%). En el presente

trabajo se llevo a cabo el reestudio del mecanismo de HB utilizando como materias primas



colesterol y kriptogenina. La reaccién de HB produjo, bajo condiciones estandar, cuatro
productos en lugar de uno. El producto de adicién syn por la cara a-esteroidal, el producto
de adicion syn por la cara B-esteroidal, el producto tipo Markovnikov y un producto
aparentemente de adicion “anti”. Para explicar estos resultados, se propone la formacion de
un intermediario A®-esteroidal producto de una retro-hidroboracion del producto principal y
la consecuente re-hidroboracion de dicho intermediario. Todos los productos esperados
fueron caracterizados por resonancia magnética nuclear de *Hy 3C, espectroscopia infrarroja

y polarimetria.



Abstract

This thesis project has been divided into two sections, the first section refers to the synthesis
of potential functional solids, and the second one refers to the study of a reaction mechanism,
both parts employing steroidal models. Regard the first section; cholic acid was employed as
starting material for all reactions, such steroid has been reported as starting material for the
synthesis of cholapods, a class of derivatized compounds from cholic acid which contains
fundamental features in the treatment of many disorders or nanotechnology applications, as
cell biomimetizer, as anionic receptors and/or as drug carriers. Due to its importance and
potential structural diversity, in this work are reported two novel methodologies in order to
derivatize cholic acid and the synthesis of a novel steroidal cholapod. The new cholapod
(structure 5) was obtained through a straightforward synthetic pathway of three steps. These
pathways started with the purification of cholic acid, and consequently, an esterification
process of the acidic moiety of the molecule by microwave-assisted synthesis, the reaction
time was reduced, and the selectivity and yield were increased. From the ester product, we
were able to obtain compound 5 through a substitution of the hydroxyl groups by azides in
83% vyield. In order to obtain compound 4, we performed an acetylation process of the
hydroxyl groups from the cholic ester, followed by a propargylation, unfortunately, we
weren’t able to obtain satisfactorily this product. The reaction compounds obtained were
characterized through *H and 3C nuclear magnetic resonance, infrared spectroscopy,
polarimetry, solid state X-ray diffraction and scanning electron microscope.

In the second section of this work, we revisited the hydroboration-oxidation (HBO) reaction
for A>-steroids. The HBO reaction has been carried for many years since its discovery by
Herbert C. Brown in order to obtain alcohols from alkenes, with an anti-Markovnikov
configuration, being the main product of the reaction, the compound generated by the syn
addition of the borane. The HB process has been carried by decades over A°-steroids
obtaining the main products in good yields (around 80%). In the present work, we carried out
once again the study of the HB mechanism employing the steroidal frameworks cholesterol
and kryptogenin as starting materials. The HB reaction formed, under standard conditions,
four products instead of one. The syn addition product by the a-steroidal face, the syn addition

product by the p-steroidal face, the Markovnikov product, and a product presumably coming



from an “anti” addition. In order to explain these products, we proposed in here the formation
of a A®-steroidal intermediate, originated from a retro-hydroboration reaction of the major
product and its consequent hydroboration by the pB-face. All the expected products were
characterized through *H and *C Nuclear Magnetic Resonance, infrared spectroscopy, and

polarimetry.
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RMN C Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13
RMN H Resonancia Magnética Nuclear de protén
SEM Microscopia de barrido electrénico (Scanning Electron Microscopy)

p-TSA Acido p-toluenosulfénico
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1. INTRODUCCION

1.1 Los esteroides y el acido colico.

Los esteroides pertenecen a una gran familia de compuestos naturales, muchos de los cuales
juegan un rol importante en plantas y animales. Los esteroides son también las principales
hormonas en mamiferos y se encargan de la regulacién del metabolismo entre otros
mecanismos esenciales para el funcionamiento del organismo. Estas moléculas contienen en
su estructura al nucleo ciclopenta[a]perhidrofenantreno o un esqueleto derivado de éste;
pueden contener grupos metilo en las posiciones 10y 13y una cadena lateral hidrocarbonada
sobre el carbono 17 (Figura 1). Estos compuestos incluyen una gran variedad de productos
de origen natural, entre los que se encuentran los esteroles, los &cidos biliares, las hormonas
sexuales, las hormonas adrenocorticales, los glicésidos y las sapogeninas, por mencionar

algunos.!

17

Figura 1. Ciclopenta[a]perhidrofenantreno.

La ciencia de los acidos biliares tiene mas de un siglo de historia donde resalta su importancia
en la biologia y la medicina. Estos son compuestos naturales anfifilicos los cuales se generan
en la vesicula biliar y juegan un rol importante en la fisiologia de los mamiferos. La estructura
del grupo de compuestos que conforman los acidos biliares consta de un esqueleto esteroidal
que puede contener hasta tres grupos hidroxilo en las posiciones 3, 7 y 12 y una cadena
alquilica en 17 la cual termina con un acido carboxilico, que en la naturaleza se puede
conjugar con taurina o glicina.? Los acidos biliares mas abundantes en los mamiferos son
derivados hidroxilados del acido 5B-colan-24-oico, a (Figura 2). La bilis humana esta
constituida principalmente (90%) por acido cdlico (acido 3a,7a,12a-trihidroxi-5p3-colan-24-

oico, b), acido quenodesoxicolico (acido 3a,7a-dihidroxi-5p-colan-24-oico, ¢) y é&cido

15



desoxicolico (acido 3a,12a-dihidroxi-5p-colan-24-oico, d). Los acidos colico y
quenodesoxicoélico se biosintetizan a partir del colesterol mediante procesos enzimaticos.
Estos &cidos biliares primarios son conjugados a través de enlaces via amida a la glicina o
taurina para generar sales biliares tales como el glicolato (e) y taurocolato (f) antes de ser
segregados en la bilis. La bilis se almacena en la vesicula biliar y se segrega en el intestino
delgado después de ingerir alimentos, donde ayuda en la digestion y reabsorcion de lipidos y
vitaminas. Una parte de los &cidos biliares primarios son transformados en el colon en los
acidos biliares secundarios, acido desoxicolico y litocolico (acido 3a-hidroxi-5B-colan-24-
oico, g). Después de su absorcion en el intestino delgado y colon los &cidos biliares son

dirigidos al higado para iniciar su circulacion enterohepatica.’

19

aR;,R,R;=H,R,=OH
bR, R,R;, R,=OH
¢R;,R,,R,=OH,R;=H
dR,,R;R,=OH,R,=H

e R;,R,,R;=OH, R,= NHCH,CO,
fR,,R,,R;= OH, R, = NHCH,CH,SO;"
gR,,R,=OH,R,,R;=H

Figura 2. Estructuras de los acidos biliares mas importantes y sus conjugados con glicina

y taurina.

Las sales biliares son biosurfactantes naturales los cuales actian como solubilizantes y
emulsificantes del colesterol, lipidos y proteinas en el intestino. De forma conjugada con la
glicina o taurina incrementan su solubilidad en agua en condiciones fisiol6gicas. Todos los
acidos biliares primarios poseen tres caracteristicas en comdn: son los productos mayoritarios
en el metabolismo del colesterol, son segregados en la bilis generalmente en forma
conjugada, forman conjugados o membranas impermeables, constituidas por moléculas
solubles en agua y anfifilicas. Por lo tanto, poseen la habilidad de transformar arreglos
lamelares de lipidos en micelas, lo cual se lleva a cabo gracias a que las sales biliares, como
hemos mencionado anteriormente, son facialmente anfifilicas, por lo tanto, presentan una
superficie hidrofébica convexa (cara B) y una superficie hidrofilica concava (cara o) alineada

a los grupos hidroxilo (Figura 3).*
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Figura 3. Caracter anfifilico del acido colico.

En este trabajo se reporta el disefio de nuevas rutas de sintesis para la funcionalizacion
del &cido colico, su derivatizacion estructural y la caracterizacion fisicoquimica de los

compuestos obtenidos.

1.2 La reaccion y el mecanismo de hidroboracion.

H. C Brown descubrié que el borano (BH3) se une a alquenos con una orientacion anti-
Markovnikov para formar compuestos organoborados, los cuales se pueden oxidar para

producir alcoholes tipo anti-Markovnikov® con buenos rendimientos (Esquema 1).

H
H H / y 2+
H----E}/\ H BHy H OH
e

7,

%
Q 7,
Z, & ™~ >

“, S H & S
LI, - s R -
/ \ Adicion syn /_\ / \ Oxidaciéon

Estado de transicion

Esquema 1. Mecanismo general para la reaccion de hidroboracion de alquenos.
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La adicién simultanea del boro e hidrogeno al doble enlace conlleva a una adicion syn
(adicion sobre la misma cara ) por el lado menos impedido del doble enlace y el consiguiente
proceso de oxidacion se lleva a cabo utilizando perdéxido de hidrégeno con retencion de
configuracion.

La estereoquimica de los productos obtenidos a partir de la hidroboracion y su consecuente
oxidacion es de gran interés sintético, por lo tanto, en la literatura se han reportado varios
ensayos con esteroides como sustratos, principalmente sobre el doble enlace A°. Nussim y
col. encontraron que la direccion del ataque en esta posicion depende de la naturaleza del
sustituyente en C-3, y obtuvieron resultados diversos de acuerdo con el sustituyente en dicha

posicion (Esquema 2).

///,,,,,

Colest-5-eno

/::i: HO
HO

Colesterol

AL —

Derivado 3-dioxolano

H
OH

Esquema 2. Andlisis del rendimiento de la HB de A°-gsteroides con respecto al sustituyente
en C-3.

En el presente trabajo se reestudié el mecanismo de reaccion de hidroboracién empleando

como modelo a los A®-esteroides colesterol y kriptogenina (Figura 4).
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Figura 4. Estructura de los anillos A y B de un A°-esteroide.

En la segunda parte de este trabajo se abordan la caracterizacion de los productos y el estudio

del mecanismo de hidroboracion oxidativa en A°-esteroides.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Colapodos esteroidales

2.1.1 Quimica supramolecular

La quimica supramolecular es una rama de la quimica asociada al estudio de sistemas
moleculares complejos formados por componentes quimicos discretos.” Estas entidades
multicomponentes deben su existencia a interacciones reversibles, por lo que tienen la
capacidad de disociarse y reformarse en respuesta al estimulo de un ambiente quimico en
particular. La formacion de estos compuestos genera nuevas entidades con diferentes
propiedades las cuales frecuentemente se comportan en formas inesperadas y novedosas. El
fendmeno supramolecular resultante puede ser tan simple como el crecimiento cristalino a
partir de una solucion saturada o tan complejo como la traduccion ribosomal de ARN
mensajero en una proteina. Recientemente, los quimicos supramoleculares han tomado
moléculas simples y las han ensamblado mediante fuerzas no covalentes para obtener
nanocompuestos con alta funcionalidad. Un buen ejemplo de esto es un sensor (Esquema 3)
el cual se compone de elementos de reconocimiento y sefializacion separados por un pequefio

espaciador.7

Sltlo de unién de carboxilatos

Nu N
HN% N\N\(
NH H
O\) 2
Sitio de uniodn catidénica

F 1uoroforo

Esquema 3. Un sensor basado en principios supramoleculares.

Diversos aspectos de la quimica y biologia a nivel molecular pueden ser considerados bajo
la etiqueta de “quimica supramolecular”. Ademas, existen compuestos a los cuales se les han
agregado diversos grupos funcionales en una molécula la cual posteriormente utiliza el
arreglo espacial generado entre estas interacciones no covalentes, para incrementar las

propiedades de la molécula una vez modificada.
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La quimica supramolecular refleja la naturaleza de interacciones dinamicas reversibles,
comunes en el campo de la quimica y la biologia,® por ejemplo: la formacion de enlaces por
puente de hidrégeno, las interacciones con ligantes metalicos y los efectos hidrofébicos
observados en la separacion de compuestos alifaticos. Ademas, asi como diversas estructuras
biolégicas son capaces de formar, romper, rearreglar y reformar su estructura, este
comportamiento también se puede llevar a sistemas no bioldgicos formados a través de
interacciones supramoleculares.

Durante el desarrollo de la quimica supramolecular se identificaron diversos tipos de
receptores, tales como: ensamble molecular (ya sea a través del autoensamblado o la
autoorganizacion) y ensambles moleculares dindmicos debidos a la reversibilidad cinética de
las interacciones no covalentes. Algunas interacciones presentes en estos compuestos son los
enlaces por puente de hidrogeno, apilamientos 7-7 y efectos hidrofobicos. Estas interacciones
individualmente son mas débiles que un enlace covalente pero sus efectos acumulativos son
capaces de dirigir la formacion de supramoléculas. Mientras méas grande sea la afinidad que
existe entre el receptor y el huésped a través de la combinacion de estas fuerzas, mayor sera
la selectividad del receptor. El aprovechamiento de este importante paradigma en el disefio
molecular es la base de la quimica supramolecular.” Durante el disefio de componentes
supramoleculares frecuentemente es posible manipular el balance de estas fuerzas para
mejorar la afinidad con el huésped. Las interacciones que se ven involucradas generalmente
en la formacion de compuestos supramoleculares son descritas a continuacion:

e Enlaces covalentes: Estas interacciones permiten la formacion de compuestos
organicos. Casi por definicion este tipo de interaccion es de baja relevancia en el
ensamble supramolecular.

e Enlaces covalentes reversibles: Una idea que ha cobrado gran importancia es la de
generar una biblioteca dindmica combinatoria de componentes moleculares que se
autoorganicen para generar supramoléculas con terminaciones reactivas las cuales se
encuentran predispuestas para formar enlaces covalentes, debido a que varios tipos
de enlaces covalentes son facilmente reversibles bajo condiciones relativamente
suaves.

e Interacciones ionicas: Las interacciones cation-anion son comiunmente mas fuertes

que la comparticion de electrones en los enlaces covalentes, aunque, son facilmente
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disociados por disolventes polares. Asi como los iones sencillos contribuyen a los
cambios en la presion osmética y pueden influenciar los enlaces proteicos, también
debe considerarse el impacto de sistemas i6nicos complejos.

Interacciones ion-dipolo: Los iones cuentan con una carga permanente, ya sea
positiva 0 negativa y ésta puede interactuar con moléculas que poseen un dipolo. El
dipolo puede ser una caracteristica permanente o temporal. Un buen ejemplo de esto
ultimo ocurre entre la molécula apolar de dioxigeno y el hierro de la hemoglobina.
Interacciones dipolo-dipolo: Las moléculas polares pueden interactuar débilmente
con otra molécula polar a través del mismo mecanismo descrito anteriormente.
Debido a que ningtin “polo” de la molécula esta particularmente cargado fuertemente,
este tipo de interaccidn es necesariamente débil. A pesar de eso, pueden jugar un
papel muy importante en la orientacion de hidrocarburos polares que se ensamblan
para formar micelas y bicapas lipidicas.

Enlaces puente de hidrdgeno: Los enlaces puente de hidrogeno se forman entre
atomos de hidrégeno enlazados covalentemente a un atomo “rico” en electrones. Esto
conlleva a la polarizacion del enlace covalente provocando que el hidrégeno sea
electropositivo y por lo tanto atractivo para atomos electronegativos. El enlace puente
de hidrégeno resultante es débil, aunque varios enlaces puente de hidrogeno se
pueden complementar para impartir gran estabilidad a las interacciones moleculares.
Interacciones cation-z: Las moléculas organicas aromaéticas, son comunmente
halladas tanto en contextos biol6gicos como no-bioldgicos, su interaccion con
cationes parece ser de considerable importancia dirigiendo a las proteinas para formar
estructuras terciarias adecuadas. La interaccion se basa en la atraccion entre el ion
metalico cargado positivamente y el area de densidad de electrones deslocalizados
que yace arriba y debajo del plano del anillo aromatico.

Interacciones m-m: Uno de los efectos de la aromaticidad es que, mediante la
orientacion de la densidad electronica en los orbitales de la estructura de carbon, los
atomos de hidrogeno de la periferia de las moléculas se encuentran polarizados. Los
hidrégenos polarizados positivamente son capaces de interactuar con el sistema m de
alguna molécula vecina a través de una interaccion dipolo-dipolo perpendicular.

Alternativamente se pueden apilar a través de interacciones 7- 7 alternadas donde una
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molécula yace encima de otra, organizada de tal forma que las regiones
complementarias ricas en electrones y la region electrodeficiente, se emparejen.

e Interacciones por fuerzas de Van der Waals: Las fuerzas de Van der Waals o
fuerzas de London son débiles y mas dificiles de controlar que el resto de las
interacciones debido a que son fuerzas electrostaticas que incrementan o disminuyen
en funcion de la distancia interatdmica.

e Efectos hidrofdbicos: Diversas moléculas no poseen la habilidad para formar
puentes de hidrogeno u otras interacciones atractivas basadas en cargas
complementarias. Estos compuestos estan conformados cominmente solo de carbono
e hidrégeno, ejemplos comunes son cadenas lineares hidrocarbonadas y sistemas de
anillos aromaticos. A pesar de que en estos compuestos pueden ocurrir interacciones
de apilamiento - w, el efecto principal de estas moléculas es interactuar excluyendo

grupos polares o apolares.

2.1.2 Acidos biliares.

A pesar de contar con més de un siglo de historia la ciencia de los &cidos biliares continta
siendo de gran relevancia. Los &cidos biliares se encuentran fisiolégicamente en forma de
sales. Estas sales junto a los lipidos/grasas/colesterol forman micelas en el intestino para
llevar a cabo la digestion de grasas y absorcion a través de la pared intestinal.!! Son
biosintetizados a partir del colesterol en el higado®? y almacenados en las glandulas biliares.
Este movimiento de las sales biliares se denomina circulacion enterohepética. Las sales mas
abundantes en los humanos son el colato, quenodesoxicolato y desoxicolato.

Todos los acidos biliares primarios presentan tres caracteristicas en comun: son los productos
mayoritarios en el metabolismo del colesterol, son segregados en la bilis, principalmente en
forma conjugada y son impermeables ante las membranas celulares, solubles en agua y
moléculas anfifilicas, las cuales tienen una gran capacidad de formar arreglos lamelares de
lipidos en micelas mixtas.

Los estudios de la quimica de los compuestos presentes en la bilis surgieron en los inicios
del siglo XIX. Después de que, en 1932, Bernal elucidd la estructura del

ciclopenta[a]perhidrofenantreno en el colesterol mediante rayos X.'* Mas tarde, Rosenheim
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y King fueron capaces de proponer la estructura correcta de los acidos biliares.** La actual
fase cientifica de la investigacién de los &cidos biliares que involucra el aislamiento y
caracterizacion de estos compuestos a partir de diferentes especies, estudios metabolicos y
estudios fisicoquimicos inicié en los afos 50.

Todos los acidos biliares consisten en dos partes: un nucleo esteroidal rigido y una cadena
alifatica lateral corta (Figura 2).! El nticleo esteroidal de los acidos biliares esta conformado
por el ciclo penta[a]perhidrofenantreno, el cual contiene tres anillos de seis miembros (A, B
y C) y uno de cinco miembros (D). Ademas, contiene metilos angulares en las posiciones 18
y 19. Posee un peculiar perfil curvo (acufiado), ya que los anillos A'y B se encuentran unidos
mediante fusion cis. Asi como grupos hidroxilo bien distribuidos en el esqueleto esteroidal.
Los &cidos biliares son facialmente anfifilicos, por lo que contienen una cara hidrofdbica
(liposoluble) y una hidrofilica (polar).

Las dos caras de su estructura poseen propiedades muy diferentes; en la cara a, varios grupos
hidroxilo se encuentran dirigidos convergentemente hacia la cavidad que genera la estructura
de los &cidos biliares, formando la parte hidrofilica junto con la cadena lateral carboxilada.
En la cara hidrofobica B, se encuentran presentes tres grupos metilo. Debido a esta anfifilidad
facial los acidos biliares tienen la capacidad de generar micelas y otras estructuras
supramoleculares. El autoensamblado es inducido por las interacciones hidrofébicas, aunque
los enlaces puente de hidrogeno también juegan un papel muy importante.®

Los acidos biliares presentan funciones fisiolégicas importantes, tales como: la
solubilizacion y transporte de lipidos, activacion de lipasa mediante sales biliares,
homeostasis del colesterol, entre otras.

El &cido cdlico (1), el acido ursodesoxicolico (acido 3a,7B-dihidroxi-5p-colan-24-0ico) y sus
conjugados han sido utilizados en el tratamiento de deficiencia de acidos biliares en algunas
enfermedades del higado y disolviendo célculos biliares de colesterol.*® Las propiedades
antivirales de los &cidos biliares y sus derivados azufrados,!’ asi como las propiedades
antifungicas®® de algunos ésteres derivados del &cido célico han sido estudiadas con
resultados prometedores.*®?

Durante las Gltimas décadas, ha surgido un gran interés en la sintesis y estudio de los
surfactantes catidnicos derivados de la bilis.?! En la mayoria de estos estudios, una diamina

se une al acido biliar mediante un enlace amida y la otra amina se convierte en una sal
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cuaternaria. Fini y colaboradores,? reportaron estudios comparativos entre los derivados

acidos y basicos. Bernheim y Lack,? estudiaron una serie de derivados del acido colanico y

mostraron que las sales biliares catiénicas son potentes aceleradores de la inhibicion

bacteriana, ademas de inhibir la sintesis proteica.

La quimica supramolecular involucra la transformacion de estructuras moleculares en

funcionales’. Un primer requerimiento es que las estructuras puedan ser predecibles, lo cual

puede ser dificil para sistemas flexibles (incluso en las proteinas, donde puede existir una
estructura preferible). Las subunidades rigidas son por lo tanto estructuras objetivo en el
disefio supramolecular. La busqueda de este tipo de sistemas inicio en la mitad de los afios

80.24 La naturaleza ha producido una gran variedad de alternativas, generalmente compuestos

alifaticos y casi siempre quirales, listos para ser utilizados. Algunos se pueden obtener en

grandes cantidades sin altos costos. Quizas los mas obvios eran los esteroides los cuales
presentan un esqueleto policiclico largo y rigido. Dentro de esta familia los acidos biliares
eran excepcionalmente atractivos. En primer lugar, poseen altos niveles de funcionalidad
bien distribuida alrededor del esqueleto esteroidal. En segundo lugar, los grupos funcionales
podian ser diferenciados y transformados, lo cual conllevo a la era dorada de la quimica
esteroidal.?® Finalmente, estos se encuentran disponibles, siendo el mas accesible el &cido
colico (1). Afortunadamente el acido colico es también el que presenta mayor funcionalidad

y, por lo tanto, el mas interesante y versatil de estas materias primas.

El &cido colico (1) es una estructura base muy conveniente para obtener sistemas

biomiméticos debido a las siguientes caracteristicas: 2°

e La rigidez de la estructura esteroidal 5f (fusion cis de los anillos A/B) asegura la
formacion de una cavidad.

e Las dos caras del esteroide difieren dramaticamente en sus propiedades, la cara o presenta
tres grupos con la capacidad de formar puentes de hidrogeno, mientras la cara B es
totalmente hidrofdbica.

e Los grupos hidroxilo se encuentran orientados hacia el centro de la cara concava.

e Lacadena lateral carboxilada puede ser facilmente derivatizada.

Los acidos biliares, tales como 1, desempefian diversos roles en la biologia y quimica

supramolecular. Mientras la naturaleza aprovecha la cara hidrofébica de 1 para unirse y
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disolver moléculas apolares en medio acuoso, la quimica supramolecular ha aprovechado su
funcionalidad para llevar a cabo la sintesis de estructuras menos elaboradas con el fin de
llevar a cabo el reconocimiento de especies polares en medios apolares.?’

La estructura cristalina de los compuestos derivatizados de los acidos biliares frecuentemente
muestra la presencia de canales 2 con moléculas de disolvente atrapadas o “huéspedes”. La
tendencia a formar canales en el estado so6lido se genera como resultado de la naturaleza
anfifilica de estos compuestos.

La inclusion de redes complejas es el resultado del autoensamblaje supramolecular de
moléculas en sus redes cristalinas con huecos los cuales estan ocupados por especies huésped.
El &cido desoxicdlico (ADC) y el &cido colico (1, AC) son acidos biliares comunes los cuales
poseen la habilidad de albergar varios compuestos organicos dentro de su red cristalina.
Varias estructuras con inclusion de complejos involucrando estos dos receptores han
revelado que la molécula receptora presenta un arreglo de tipo bicapa a través de puentes de
hidrégeno y que un espacio en forma de tunel se encuentra entre ambas bicapas®®. EI AC
forma frecuentemente arreglos de bicapas cabeza-cabeza y cola-cola (hh-tt, por sus siglas en

inglés) mientras el acido desoxicolico se arregla en forma cabeza-cola (h-t) (Figura 5).
Head
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Figura 5. Arreglo de bicapa de los acidos célico y desoxicolico.?®
Una caracteristica general de las enzimas, las cuales son responsables de la mayor parte de
la actividad y selectividad, es la habilidad de rodear a los sustratos mediante grupos
funcionales estratégicamente colocados. Para poder imitar la acciéon enzimatica es deseable

tener acceso a estructuras moleculares las cuales puedan encapsular moléculas pequefias, que
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sean suficientemente rigidas, que posean grupos funcionales controlables y razonablemente
faciles de ensamblar. El acido célico (1) es un compuesto que presenta o puede replicar la
actividad enzimatica ya que los grupos hidroxilo son quimicamente distinguibles, con
creciente reactividad hacia la oxidacién 3-OH < 12-OH < 7-OH, y decreciente reactividad
hacia procesos de acilacion, hidrolisis y reduccion 3-OH > 7-OH > 12-OH.%

La fusion cis entre los anillos A y B del nucleo esteroidal imparte un perfil curvo y sugiere
la posibilidad de obtener estructuras cerradas a través de la macroanillacion.®! Estos fueron
de los primeros compuestos supramoleculares obtenidos. Colocando estratégicamente un
espaciador en la posicion 3a de 1, se pueden generar intermediarios en los cuales la curvatura
es mas acentuada, y, mediante una ciclodimerizacion, se obtienen moléculas con cavidades
sustanciales.?

El potencial de esta materia prima fue demostrado con la sintesis del primer “colafeno”
reportado en 1989.3! Como se muestra (Esquema 4), estos macrociclos fueron preparados a
partir de 1 mediante la conversion de la posicion esteroidal 3a-OH por un espaciador p-
aminometilfenilo, seguido por una ciclodimerizacion. Dos series fueron sintetizadas, una en
la cual las posiciones esteroidales 7 y 12 contienen el mismo grupo funcional (a, d) y otra en
donde fueran diferenciables (b, c, €). A pesar de que el esqueleto no es enteramente rigido,
se encuentra conformacionalmente restringido por los segmentos extendidos
policiclico/aromatico generados entre el C-20 de la base esteroidal y los atomos de carbono
del metileno bencilico. Esta estructura presenta una cavidad sustancial limitada por las

amidas anulares y con los grupos funcionales en C-7 y C-12 dirigidos hacia el interior.
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Esquema 4. Sintesis de una serie de colafenos, a-e, a partir de 1.
En pruebas iniciales, los colafenos anteriores fueron expuestos a dodecil B-D-glucopiranosido
en CDCls.3? Para ambos compuestos d y e la formacion del complejo fue claramente
observada mediante espectroscopia de RMN de *H. Los corrimientos sustanciales observados
en el campo para las sefiales NH de las amidas sugieren que estos grupos actan como
donadores de H en puentes de hidrogeno y otros corrimientos indican cambios significativos
en la conformacion de los macrociclos. Los patrones de estos corrimientos fueron
consistentes con una estequiometria 1:1, los analisis arrojan valores para la constante de
asociacion (Ka) de 1740 y 700 M para d y e, respectivamente. A pesar de esto no se pudo
comprobar que el carbohidrato entrd en las cavidades de los macrociclos, aunque los datos
descritos anteriormente y estudios de modelado molecular (Figura 6) sostienen esta hipotesis.
La quiralidad del esqueleto del colafeno genera la posibilidad de reconocimiento de

carbohidratos enantio- y diastereoselectivos.
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Figura 6. Probable conformacion para d y el metil -D-glucésido propuesta mediante
modelado molecular (distancias intermoleculares de puentes de hidrdgeno = 2.32 A).

2.1.3. Estructuras aciclicas. La arquitectura de los colapodos.

Una de las areas mas activas en la quimica supramolecular es el estudio de reconocimiento
anionico. Un importante grupo de receptores anionicos derivados del acido célico han sido
previamente disefiados para operar en disolventes organicos mediante puentes de hidrégeno
a través de grupos funcionales electroneutrales a los cuales se les denomin6 “colapodos”
(cholapods).?*

Los colafenos poseen la ventaja de encerrar a sus substratos a través de grupos funcionales
enlazantes en sus alrededores. A pesar de ello, la variacion de, ya sea, los grupos enlazantes
0 de su solubilidad mediante sustituyentes estructurales no es tan sencilla. Un enfoque
alternativo es utilizar una sola molécula de acido biliar para crear una estructura de tipo
“colgante” (podant) (Figura 7). El sitio de enlace se encuentra formado por las “piernas” A-
C, mientras la solubilidad puede ser controlada mediante el grupo éster R. Los primeros
sistemas de este tipo fueron reportados por Kahne y Still quienes se percataron de que los
receptores de este tipo podian ser variados en forma combinatoria.®® Debido a que estas

estructuras son dirigidas hacia el reconocimiento aniénico, son de interés estructuras en las
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cuales A-C contienen donadores de hidrdgeno enlazantes. Su niUmero y posiciones pueden

ser variadas, asi como su fuerza donadora (por ejemplo, ajustando Z).

/N—H—@

z H—N

Figura 7. Estructura y funcionalizacion general de los colapodos.

Estos receptores organicos neutrales pueden ser vistos como la contraparte ligante-anionica
de los clasicos ligantes cationicos éter corona, criptandos y esferandos.3* La sintesis de
compuestos colapodos se ha llevado a cabo a través de la sustitucion de los grupos hidroxilo
por aminas (Figura 8)*. Aunque, en términos de afinidad los anionéforos presentan menor
actividad en comparacion a los cation6foros. Mientras para los cation6foros valores de
constantes de asociacion >10* M son comunes, los anion6foros rara vez exceden valores
de 10° M3

NO,

Figura 8. Ejemplos de compuestos colapodos.

Es posible obtener colapodos mediante derivatizacion directa a partir de 1, a pesar de que la
distribucion de los tres grupos hidroxilo no es ideal para este propdsito.®” Un método obvio
seria la esterificacion, pero es un proceso lento y dificil de llevar a cabo y ademas no arroja
productos especialmente “Utiles”. Sin embargo, si uno o mas hidroxilos pueden ser
remplazados por grupos amino®, cuyas estructuras son mas atractivas, los grupos amino son

facilmente transformados en amidas, ureas, sulfonamidas y grupos guanidinas, todos con
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propiedades de reconocimiento.?* La derivatizacion secuencial también es sencilla. En
estructuras mixtas amino/hidroxi, los grupos amino reaccionaran primero y en las que estén

presentes dos o tres aminas, estas pueden ser protegidas de forma diferenciada®® (Figura 9).

o o
|
N N N N N
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HT Dar N HT Dar

Ar = p-nitrofenilo
Ph H

Figura 9. Estructura de diversos colapodos.

Los colapodos muestran una gran afinidad anionica (hasta 10* M para el ion cloruro en
cloroformo) y manteniendo la compatibilidad con medios no polares (como en el interior de
las bicapas en las membranas). Por lo que estos compuestos pueden actuar como portadores
anionicos transmembrana, siendo los primeros compuestos organicos neutros en presentar
esta propiedad.

Davis y colaboradores han llevado a cabo la sintesis de receptores aniénicos del tipo
“colgante” basados en 1, en los cuales se afiadieron grupos amino en las posiciones 30, 7ay
120 del nicleo esteroidal.* También hallaron que los metil y octil colatos se unen a
oxoaniones tridentados, como los sulfonatos, a través de enlaces puente de hidrégeno, en los

cuales se involucran los tres grupos hidroxilo de 1 (Figura 10).4°
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Figura 10. Interaccion de un colapodo con un oxoanion.

Existen reportes en los cuales se ha afinado la naturaleza anfifilica del acido coélico (1) para
imitar de manera Optima la carga cationica caracteristica de los péptidos antimicrobianos.
Inicialmente, estos compuestos fueron definidos como esteroides cationicos antibioticos (o
CSA, por sus siglas en inglés, Esquema 5) y para evitar la idea de que estos compuestos
puedan poseer propiedades de tipo esteroidal, se han denominado cerageninas®. Las
cerageninas fueron disefiadas para imitar la morfologia facial anfifilica de los péptidos
antimicrobianos. El estudio de estos compuestos se ha enfocado en cuatro areas: la actividad
antibacterial directa (bacterias Gram-negativas y positivas) incluyendo trabajos con
organismos resistentes a los farmacos, la habilidad de las cerageninas para sensibilizar a las
bacterias Gram-negativas ante antibiéticos hidrofébicos, la correlacion de la actividad
antimicrobiana de las cerageninas con péptidos antimicrobianos y los métodos de unién de

las cerageninas a polimeros para la prevencion de la colonizacion superficial por bacterias.

HO"

Esquema 5. Sintesis de diversas cerageninas a partir de 1.

Los canales idnicos peptidicos naturales son excelentes sistemas moleculares para llevar a
cabo la transduccidn en células bioldgicas y por lo tanto la construccion de canales iGnicos

artificiales ha sido un objeto de estudio bastante atractivo.
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El 4cido colico (1) fue modificado* para obtener un simple acercamiento a un canal idnico
artificial supramolecular mediante la conversion de tres grupos hidroxilo a metil éteres y al
grupo carboxilo a un grupo hidroxilo o halégeno (Esquema 6). Estos compuestos presentaron
canales de corriente estable y valores de conductancia adecuados en membranas planas de
bicapas lipidicas.

Los canales i6nicos han sido caracterizados adecuadamente mediante la medicion de
corrientes de canales idnicos individuales y de valores de conductancia en el orden de 10*-
103 pS.

COZNa COzNa

OMe ",

H /////, ",

-nIIIO

NaH, Mel
—_—
1) Dioxano

Ho" oK MeO™ “1OMe
1)LiAlH,, THF
NaOH
& 2) SOCL,, Piridina
////,,,
OH e " X
X = OH, Cl
Meo™ “1OMe Meo™" “1OMe

Esquema 6. Sintesis de compuestos derivatizados del acido colico (1) los cuales generan
nuevos canales ionicos artificiales.

Las mediciones de corriente de canales individuales muestran claramente una serie de valores
de conductancia la cual comprueba la formacion del ensamble supramolecular de la unidad
estructural. Estas propiedades se considera que se originan a partir de la naturaleza estructural
anfifilica y rigida del componente esteroidal.

Zhang describe colapodos en forma de caja con propiedades anfifilicas ajustables.*® Estos
compuestos en forma de caja son construidos extendiendo los tres grupos hidroxilo debajo
de los anillos esteroidales con enlazadores de etilbromuro, los cuales fueron unidos

posteriormente al acido ciandrico en presencia de DBU y DMF (Esquema 7). Estas
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estructuras en forma de caja fueron bastante rigidas debido a la corta distancia de los
enlazadores y se determin6 mediante cristalografia de rayos-X.
Mediante titulacion con KPFg en una solucién de los compuestos tipo caja en acetona ds, se

determind la actividad de reconocimiento anionico.*?

0 Electrolisis de Kolbe Py
‘ ‘ 7 ‘
of OH HOAc, NaOMe, MeOH OH o
40 h, 85% NaH, THF, 0°C a T.A
OH OH 85% [O §
o OH OL ~
N
1. 03, CH,Cl,, Me OH
0 °C, 30 min.
2. NaBH,, NaOH (5%)
TA, 77%
o H
5 o_N.__O
[ HN.__NH
P oon Y
& \( S 1. MsCl, E;N, THF
N N o [ e oeTA
\(B( DBU, DMF, 75 °C, 23% Br 2. LiBr, Acetona.
50 °C

Br

Esquema 7. Sintesis de colapodos tipo caja.

2.2 La reaccion de hidroboracién

En 1957 H.C. Brown llevé a cabo la adicién de borano a alquenos a través de una orientacion
anti-Markovnikov, para generar compuestos organoborados** con la misma orientacion que
su predecesor (Esquema 1).

El borano (BH3) se encuentra generalmente en forma de dimero (diborano). La union en el
diborano es poco convencional, posee una estructura de tres centros-dos electrones (Esquema
8).

\// AN
//\_> /

Esquema 8. Equilibrio dinamico del diborano.
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El diborano es un compuesto gaseoso inestable, toxico, inflamable y explosivo. Por tal razon,
es mas practico utilizarlo como complejo, generalmente con éteres como el tetrahidrofurano

(THF, Esquema 9). Este complejo reacciona como borano y la solucion es mas facil de

+ —
2 E>O + B2H6 —— E>O_BH3

Esquema 9. Formacion del complejo BHsz THF.

manipular.

El tratamiento posterior con peroxido de hidrégeno, en medio basico, oxida al organoborano

en un alcohol con retencién de configuracion.

2.2.1 Mecanismo de hidroboracion.

El borano es un compuesto electrodeficiente. Contiene solo seis electrones de valencia, ya
que el &tomo de boro no puede completar un octeto. La Gnica forma de adquirir un octeto es
formando el diborano. Ya que el BH3 es un compuesto electrodeficiente, es también un fuerte
electrofilo, capaz de unirse a un doble enlace. La hidroboracion del doble enlace se lleva a
cabo en un solo paso, generalmente, con la adicién del &tomo de boro en el lado menos
sustituido del doble enlace (ver Esquema 1).

En el estado de transicion, el atomo electrofilico de boro acepta los electrones del enlace 'y
el carbono del otro lado del doble enlace adquiere una carga parcial positiva. Esta carga
parcial es més estable en el &tomo de carbono mas sustituido, por ello es preferido el producto
tipo anti-Markovnikov. El producto final contiene al boro unido en el lado menos sustituido
y al hidrogeno en el més sustituido. De igual forma, el impedimento estérico favorece este
tipo de adicion.

Para la formacion de alcoholes a partir de organoboranos, el atomo de boro se remueve
mediante una oxidacién, utilizando una solucion de perdxido de hidrégeno en medio alcalino,
reaccion que transcurre con retencion de configuracion.*®

La mayoria de los ejemplos estudiados por Brown involucraban olefinas aciclicas o ciclos
sencillos. Mas adelante, se llevaron a cabo estudios en una variedad de esteroides insaturados,

los resultados obtenidos arrojaron informacion acerca del alcance de la reaccién, asi como el
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efecto del impedimento estérico. La reaccion transcurrid, para todos los casos, por adicion
syn, predominantemente del lado menos impedido (cominmente la cara o)) de la molécula.
Los experimentos de hidroboracion se llevaron a cabo ya sea agregando una solucion de
LiAlH4 en éter dietilico a una solucion de la olefina esteroidal y BFs-THF (método a)*%* o
alternativamente, pasando gas diborano (generado mediante la adicion de NaBH4 a BF3- THF
en diglima) a una solucion de la olefina en THF (método b)“*e.

Para los compuestos derivados del colest-5-eno, se encontr6 que la direcciéon del ataque
depende de la naturaleza del sustituyente en C-3*. Empleando el método a el colest-5-eno
produce 75% de 5a-colestan-6a-ol, ademas se recupera 20% de materia prima. A través del
método b el rendimiento para el mismo compuesto fue de 45% y se recuperd 45% del material
de partida (Esquema 10). En ningln caso se detect6 algun otro subproducto.

/ ", //”h,

Tl

oH
Colest-5-eno 5a-colestan-6¢.-ol

Esquema 10. Sintesis del 5a-colestan-6a-ol.

En el colesterol, ya sea a través del método a o b se obtiene, después de acetilar, 70% del
diacetato de Sa-colestan-3p, 6a-diol, y 20% del diacetato de 5p-colestan-3p,6p-diol*®
(Esquema 11).

AcO

éAc
Colesterol 5a-colestan-3p,6a-diol 5pB-colestan-3p,6p3-diol

Esquema 11. Productos de la reaccion de hidroboracion del colesterol.
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2.2.2 Aplicacion de la reaccion de hidroboracion oxidativa en la modificacién de los

anillos Ay B.

El control altamente estereoselectivo en la HB de A® esteroides ha sido de gran utilidad en
sintesis organica (Esquema 12); se reporta en algunos casos la obtencion de un solo alcohol
(similar al producto mayoritario para el colesterol) y en otros casos la generacion de dos
alcoholes como resultado de la adicion syn por las caras o y B del esteroide. La regio- y
estereoselectividad en la HB de A®-esteroides fue explicada, arguyendo que la introduccion
del a&tomo de boro en el carbono C-6a se debe a que ésta es la posicion menos impedida.

En 1980, retomando la sintesis de la brassindlida, Sidall®* modificé los anillos A 'y B del
compuesto esteroidal mostrado en el Esquema 12. Mediante una catélisis &cida, regenerd el
grupo hidroxilo en 3f y el doble enlace en C-5. Posteriormente, efectu0 la tosilacion en C-3
y la hidroboracién oxidativa al doble enlace. Una subsiguiente eliminacion del grupo tosilato
seguida de una cis-hidroxilacién del doble enlace en C-2, condujo al brassinoesteroide

deseado.

1) p-TsOH, dioxano/H,0

1) BHy- THF
2) H,0,/KOH

2) p-TsCliPy

TsO N TsO

0s0,

Esquema 12. Ruta tradicional para modificar los anillos Ay B.

Ikekawa® reporto la sintesis estereoselectiva de la brassinolida, la castasterona, el tifasterol
y sus 28-nor anélogos; en dicha sintesis se empled un procedimiento similar para la

modificacion de los anillos Ay B (Esquema 13).
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2) HBO
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1) CF3CO;3H-Na,HPO,

2) KOH/MeOH
HO,,

HO"
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Esquema 13. Modificaciones en los anillos Ay B en la sintesis estereoselectiva de
brassinoesteroides y sus 28-nor analogos.

Los escarabajos Crisomelid generalmente producen glicdsidos cardiacos en sus glandulas de
defensa y una gran mayoria de estas especies producen glicosidos esteroidales
polioxigenados. Este tipo de compuestos se caracteriza por su esqueleto de tipo colestano o
estigmastano y por poseer un patron de oxidacién poco usual. La aglicona del (20S,24R)-16-
acetoxi-20,24-epoxi-3,16[,25-trihidroxi-6-oxo-5a-colestanil-3-O-p-sofordsido fue

sintetizada por el grupo de Tavares a partir de diosgenina (Eqsuema 14).5%¢

HO 5
H

Esquema 14. Modificaciones en los anillos A y B en la hemisintesis de glicésidos
cardiacos.

Al inicio de la sintesis, el C-3 fue protegido con el grupo t-BuPh3Si-, cuando se concluyo con
la sintesis de la cadena lateral se prosiguié con la modificacion de A y B mediante la siguiente

ruta (Esquema 15):
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OH OH
1) BH;DMS
- n Buy,NF
2) PCC OAc OAc
t BuPh,SiO t BuPh,SiO H HO B
H (0] H (o)

Esquema 15. HBO de los anillos Ay B para la obtencion del derivado ceténico.

Coll-Manchado®® sintetizo la laxogenina (52-61%) a partir de diosgenina (Esquema 16). La
ruta consistio en la HBO del doble enlace en C-5 para obtener la a-clorogenina, la cual fue
oxidada con reactivo de Jones para generar el compuesto dicarbonilico; éste se redujo para

formar la B-clorogenina y por ultimo se oxidé selectivamente el OH en C-6 utilizando NBS.

N W '
o
\\\\\
o
o
o

Reactivo

O BF;Et,0/NaBH, Rea
—_—_—
e Jones

HO (o) Iil

OH 0

%02 6 NaBH,

HO

NBS

HO

H E
° H

A
o OH

Esquema 16. Sintesis de laxogenina a partir de diosgenina (4 pasos).

En el afio 2002, Yu™ sintetizo también laxogenina partiendo de diosgenina (Esquema 17),
modifico ligeramente la sintesis generando un éter bencilico en C-3 sobre el cual realizo la

reaccion de HBO y mejoré el rendimiento global obteniendo un 69% del producto final:

1) BH;DMS
BnBr
BnO 2) Dess-Martin

Esquema 17. Sintesis de laxogenina a partir de diosgenina (3 pasos).

HO
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En este trabajo de tesis se llevd a cabo el disefio de rutas de sintesis para la funcionalizacion
del acido colico, su derivatizacion estructural y la caracterizacion fisicoquimica de los
compuestos obtenidos. Asi como la obtencion de dos nuevas estructuras colapodas.

Asimismo, se reporta el reestudio del mecanismo de HB empleando como modelo a los A®-
esteroides colesterol y kriptogenina y la obtencidn de un producto no descrito previamente

en la literatura.
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3. OBJETIVOS

Generales:

Sintetizar estructuras colapodas a partir del acido célico (1) para obtener solidos

funcionales organicos.

Estudiar la reaccion de hidroboracién utilizando compuestos A°-gsteroidales.

Especificos:

Purificar y derivatizar el acido colico y los compuestos obtenidos a partir de este, para

obtener estructuras colapodas.

Obtener estructuras cristalinas para analizar su arreglo y funcionalizacion.

Estudiar los productos y mecanismo de la reaccion de hidroboracion del colesterol.

Proteger los grupos hidroxilo y carbonilo de la kriptogenina y estudiar los productos

y mecanismo de la reaccion de hidroboracion.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Ruta sintética para la obtencion de colapodos derivatizados a partir del &cido colico

().

4.1.1 Purificacion y caracterizacion del acido célico (1).

Figura 11. Estructura del acido colico (1).

La purificacion del compuesto 1 (Figura 11) se llevo a cabo por cromatografia en columna
en gel de silice utilizando un sistema eluyente CH2Cl2/MeOH 95:5 determinado mediante
cromatografia en capa fina (CCF). La estructura fue elucidada mediante IR (Figura Al,
Apeéndice 1) y RMN (Figuras A12-A14, Apéndice 2).

En las Figuras 12 y 13 se muestran los espectros de RMN de *H y **C, respectivamente para
el compuesto 1. En el espectro de H se observan en 3.91 y 3.79 ppm las sefiales simples
correspondientes a H-12 y H-7, respectivamente y una sefial multiple en 3.35 ppm
correspondiente al protén H-3, posiciones en las cuales se encuentran unidos los grupos
hidroxilo. A su vez, observamos sefiales maltiples en 2.31, 2.07 y 1.86 ppm correspondientes
a los protones de las posiciones H-23, H-14 y H-17, respectivamente. En 1.66 ppm, se
observa una sefial doble correspondiente a la posicion H-4 y en 1.48 ppm se encuentra la
sefial para H-20. A campo alto se observa una sefial doble en 0.95 ppm correspondiente a los
protones del metilo 21 y en 0.84 y 0.63 ppm las sefiales simples correspondientes a los

protones de los metilos 18 y 19, respectivamente.
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Figura 12. Espectro de RMN de *H del compuesto 1 (600 MHz en CDCls).

En el espectro de RMN de *3C se realizo la asignacion de los carbonos més caracteristicos de
la molécula. En 177.6 ppm se observa el carbonilo correspondiente al acido carboxilico de
C-24, las seniales en 73.1, 71.7 y 68.5 ppm corresponden a los carbonos que contienen los
grupos hidroxilo, C-12, C-3y C-7, respectivamente. En 46.4, 41.7 y 34.7 ppm Se encuentran
las sefiales para los carbonos cuaternarios C-13, C-5y C-20, respectivamente, en 31.0 ppm
se observa la sefial del C-23. A campo alto se encuentran las sefiales correspondientes a los
grupos metilo CHs-19 (22.4 ppm), CH3-21 (17.2 ppm) y CHs-18 (12.4 ppm).
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Figura 13. Espectro de RMN de *3C del compuesto 1 (150 MHz en CDCls).

La recristalizacion de 1 se realizé en AcOEt, del cual se obtuvo una estructura cristalina hasta
ahora no reportada en la literatura,®® este polimorfo se caracteriz6 mediante DRX (Figura

14).
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Figura 14. Difractograma de DRX del polimorfo de 1 en AcOEt y difractogramas de otros

polimorfos reportados en otros disolventes.>
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Esquema 18. Ruta sintética divergente para la obtencion de compuestos derivatizados de 1.

4.1.2 Sintesis y caracterizacion del 3a,7a,120-trihidroxi-5p-colan-24-oato de metilo (2).

La sintesis del metil éster del acido colico (compuesto 2) esta reportada en la literatura
empleando condiciones de reaccion severas en medio acido (HCI, H2SOs AcCI)® vy
disolventes anhidros (THF)’ bajo atmosfera inerte. El compuesto 2 se obtuvo mediante un
proceso de esterificacion asistida por microondas a partir de 1 empleando acido p-
toluenosulfénico y metanol como disolvente y agente esterificante a la vez, a 140 °C y 12
bares durante 15 s (Esquema 19, Apéndice 4, Figura A22). Estas condiciones de reaccion son
bastante suaves y el producto se obtuvo con un rendimiento del 81.7%, de forma muy rapida
y sin la generacion excesiva de subproductos como con los métodos convencionales de
calentamiento (52-70%) .°8 Al finalizar el procedimiento en el reactor de microondas, el
crudo de reaccion debe conducirse a un medio neutro para evitar su descomposicion. La
estructura de 2 fue elucidada mediante IR (Figura A2, Apéndice 1) y RMN (Figuras A15-
Al7, Apéndice 2)
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Esquema 19. Sintesis del derivado 24-O-metilado de 1.

En el espectro de RMN de *H del compuesto 2 (Figura 15) se observan sefiales simples en
3.96, 3.84 y 3.44 ppm correspondientes a los protones base de hidroxiloen 12, 7y 3. En 3.66
ppm se observa una sefial simple intensa que corresponde a los hidrogenos del grupo metilo
del éster. En 2.36, 2.20, 1.90, 1.67 y 1.51 ppm se observan sefiales multiples correspondientes
a los protones de las posiciones 23, 14, 17, 4 y 20, respectivamente. A campo alto, se observa
una sefial doble en 0.97 ppm correspondiente a los protones del metilo 21 y en 0.88 y 0.67
ppm dos sefiales simples que pertenecen a los protones de los metilos 18 y 19,
respectivamente. Los protones labiles correspondientes a los hidroxilos en 3, 7 y 12 se
observan en 4.30, 4.10 y 4.00 ppm, lo cual se confirm6 mediante un experimento de
intercambio hidrogeno-deuterio del compuesto 2 en CDCIs/MeOD (Figura A18-A19. Esto
también se verifico mediante RMN en 2D (HSQC) en donde se observo que estas sefiales de
protdn no muestran acoplamiento directo con sefiales de carbono (Figura A16, Apéndice 2).

Esta reaccion procede segun el mecanismo de esterificacion de Fischer (Esquema 20).%°
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Figura 15. Espectro de RMN de *H del compuesto 2 (600 MHz en CDCls).

En el espectro de RMN de *3C para el compuesto 2 (Figura 16) se observa en 175.0 ppm la
sefial del carbonilo correspondiente al éster de C-24, en 73.2, 72.0 y 68.7 ppm, se observan
los carbonos correspondientes a los alcoholes en las posiciones 12, 3y 7, respectivamente.
En 51.6 ppm se observa la sefial del metilo unido al oxigeno del éster en la posicion 24. Los
carbonos C-13, C-5y C-20 aparecen en 46.6, 41.6 y 35.4 ppm, respectivamente. En 31.2 ppm
se observa la sefial del metileno C-23. Los metilos en las posiciones 19, 21 y 18 se observan

en 22.6, 17.4 y 12.6 ppm, respectivamente.
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Figura 16. Espectro de RMN de *3C del compuesto 2 (150 MHz en CDCls).

Esquema 20. Mecanismo de reaccion de esterificacion del acido colico (1).
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En la Figura 17 se muestran las micrografias a 10000x y 5000x del compuesto sélido
obtenido de 2, en (a) se muestra la toma mas cercana que se pudo obtener en donde se
observan particulas alargadas en forma de hilos con bordes curvos en forma de aglomerados,
en (b) se muestran las mismas secciones con el zoom aplicado en el cual se observa el mismo
patrén. El sélido obtenido se analizé mediante DRX, sin observar un patron que sugiera una

estructura cristalina (Figura A21, Apéndice 3).

— 1lpm CINVESM 4/15/2020

15.0kV LABE SEM WD 8.0mm 11:00:19

N

CINVESM 4/15/2020
WD 8.0mm 11:02:17

Figura 17. Micrografia SEM del compuesto 2. a) 10 000x, b) 5 000x.
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4.1.3 Sintesis y caracterizacion del 3a,7a0,12a-triacetil-5p-colan-24-oato de metilo (3).

El compuesto 3 se obtuvo mediante la reaccion de acetilacion del compuesto 2 a temperatura
ambiente empleando anhidrido acético, piridina y 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
(Esquema 21), con base en el método reportado por EI-Nezhawy, et al.®? El tratamiento de la
reaccion debe conducir a un medio neutro para evitar su descomposicion. La estructura de 3
fue elucidada mediante IR (Figura A3, Apéndice 1) y RMN.

OMe

Esquema 21. Sintesis del compuesto 3a,7a, 12a-triacetilado (3).

En el espectro de RMN de *H del compuesto 3 (Figura 18) se observan en 5.06 y 4.88 ppm
sefiales simples que corresponden a H-12 y H-7, respectivamente. El proton H-3 se observa
como una sefial multiple en 4.55 ppm. Los tres desplazamientos corroboran la acetilacién de
las tres posiciones. En 3.64 ppm se observa una sefial simple para los protones
correspondientes al metilo del éster en la posicion 24. La sefial para los protones del metileno
23 se encuentra en 2.32 ppm como un multiplete. En 2.11, 2.06 y 2.02 ppm se observan tres
sefiales simples correspondientes a los metilos de los acetatos en posicion 12, 7 y 3,
respectivamente. Los protones H-17 y H-20 se observan como sefiales maltiples en 1.85 y
1.75 ppm, respectivamente. A campo alto se observan las sefiales correspondientes a los
protones de los metilos 18, 21y 19 en 0.89, 0.80 y 0.71 ppm, respectivamente.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H del compuesto 3 (600 MHz en CDCls).

En el espectro de RMN de *3C (Figura 19) del compuesto 3, se observa en 174.6 la sefial
caracteristica del carbonilo del éster en C-24, Los carbonilos correspondientes a los acetatos
de C-12, C-3 y C-7 aparecen en 170.6, 170.6 y 170.5 ppm, respectivamente. Los carbonos
de las posiciones 12, 3y 7 se observan en 75.5, 74.2 'y 70.8 ppm, respectivamente. En 51.6
ppm se observa la sefial para el metilo unido al carbonilo de C-24. Los carbonos cuaternarios
C-13, C-5y C-20 se muestran en 47.5, 43.5 'y 37.9 ppm, respectivamente. En 31.0 ppm se
observa la sefial correspondiente a C-23. En 21.7, 21.6 y 21.5 ppm se observan las sefiales de
los metilos unidos a los carbonilos de los grupos acetatos en las posiciones 12, 3y 7,
respectivamente. Las sefiales de los metilos 18, 21y 19 se aprecian en 22.7, 17.6 y 12.3 ppm,

respectivamente.
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Figura 19. Espectro de RMN de 3C del compuesto 3 (150 MHz en CDCls).

4.1.4 Sintesis y caracterizacion del 3a,7a,12a-tri-O-propargil-5-colan-24-oato de

metilo.

La sintesis del compuesto 4 se propuso a partir del compuesto 3 mediante un método de

propargilacion reportado previamente,®* empleando alcohol propargilico y BFs-OEt; a 0 °C

hasta alcanzar temperatura ambiente (Esquema 22). De esta reaccion se obtuvieron dos

subproductos, el rendimiento de esta reaccién fue de 30% para el primer compuesto y 25%

para el segundo, a su vez se recuperd un 45% de la materia prima. Las estructuras obtenidas

fueron elucidadas mediante IR (Figura A4, Apéndice 1) y RMN.
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Esquema 22. Ruta de sintesis propuesta para el compuesto 3a,7a, 1 2o-tripropargilado (4).

Para esta reaccion se obtuvieron mediante cromatografia en columna tres compuestos: los
productos 4a-b y el tercero corresponde a materia prima recuperada (3). A pesar de que los
espectros de IR y RMN para esta reaccion mostraban indicios de la formacién del compuesto
4, este no se pudo elucidar completamente a través de estas técnicas, por lo que en un futuro
se llevaran a cabo pruebas para determinar la formacion de este compuesto mediante
diferentes condiciones. En el espectro de RMN de *H del compuesto 4a (Figura 20) los
protones del metileno del propargilo se observan en 4.67 ppm. En 4.22 y 3.64 ppm, se
observan las sefiales correspondientes a los H-12 y H-3 asi como la sefial del proton del triple
enlace del propargilo en 4.19 ppm. Los protones H-23 y H-20 se muestran como sefales
maultiples en 2.31 y 1.99 ppm. A campo alto se aprecian las sefiales correspondientes a los
protones de los metilos 21, 19 y 18 en 0.92, 0.91 y 0.88 ppm, respectivamente. En este caso
notamos también la ausencia de la sefial caracteristica de los protones pertenecientes al metilo

del éster y se sigue observando una sefial que corresponde a un metilo de acetato.

En el espectro de RMN de H del compuesto 4b (Figura 20) En 5.09, 4.98 y 4.74 ppm, se
observan las sefiales correspondientes a los H-12, H-7 y H-3. En 3.65 ppm se muestran los
protones pertenecientes al metilo del grupo éster. Los protones H-23 y H-20 se muestran
como sefiales multiples en 2.33 y 2.21 ppm, respectivamente. A campo alto se aprecian las
sefiales correspondientes a los protones de los metilos 21, 19y 18 en 0.89, 0.82 y 0.81 ppm,
respectivamente. En este caso notamos la presencia de dos sefiales correspondientes a los
metilos de los grupos acetatos, asi como la ausencia de las sefiales de los propargilos, por lo

gue suponemos se obtiene un producto de descomposicion.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H de los compuestos 4a-b y 3 (600 MHz en CDCls).

El apilado para los espectros de RMN de *3C confirma lo observado en RMN de *H

(Apéndice 2, Figura A20).

4.1.5 Sintesis y caracterizacion del 3p,7p,12p-triazido-5p-colan-24-oato de metilo (5).

El compuesto 5 se obtuvo mediante la conversion de los grupos hidroxilo del éster 2 en

azidas, segun el método reportado en la literatura por Rokhum, et al.®? empleando yodo,

trifenilfosfina, azida de sodio y DMSO a temperatura ambiente (Esquema 23). La reaccion

debe llevarse a medio neutro para evitar su descomposicion. La estructura de 5 fue elucidada

mediante IR (Figura A5, Apéndice 1) y RMN.
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Esquema 23. Sintesis del compuesto 34,7,12p-triazida derivatizado del compuesto 2.

En el espectro de *H para el compuesto 5 (Figura 21) se observan dos sefiales simples en 3.91
y 3.79 ppm correspondientes a H-12 y H-7. En 3.38 ppm se observa una sefial maltiple que
corresponde al protdn H-3, posiciones en las cuales se insertaron los grupos azida. En 3.62
ppm se observa una sefial simple intensa que corresponde a los hidrogenos del grupo OMe.
En 2.33, 2.15, 1.86, 1.50 y 1.32 ppm se aprecian sefiales multiples correspondientes a los
protones en las posiciones 9, 14, 17, 4 y 20, respectivamente. A campo alto se observa una
sefial doble en 0.94 ppm que corresponde a los protones del metilo 21 y en 0.84 y 0.63 ppm
se observan dos sefiales simples las cuales corresponden a los protones de los metilos 18 y

19, respectivamente.
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Figura 21. Espectro de RMN de *H del compuesto 5 (600 MHz en CDCls).

En el espectro de RMN de *C del compuesto 5 (Figura 22) se observa en 174.9 ppm el
carbonilo correspondiente al éster C-24, en 71.9, 68.5 y 68.2 ppm, se observan los carbonos
correspondientes a las azidas en las posiciones 12, 3y 7, respectivamente. En 51.6 ppm se
observa la sefal del metilo unido al oxigeno del éster en la posicion 24. Los carbonos C-13,
C-5, C-20 y C-9 se observan en 47.0, 41.6, 35.4 y 27.6 ppm, respectivamente. Los metilos
19, 21y 18 se observan en 14.1, 12.2 y 11.0 ppm, respectivamente.
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Figura 22. Espectro de RMN de 3C del compuesto 5 (150 MHz en CDCls).

El colapodo 5 constituye la base para construir derivados del &cido cdlico con anillos 1,2,3-

triazol a partir de cicloadiciones 1,3-dipolares de azidas y alquinos. Este compuesto

representa un punto de partida para explorar estas reacciones clic en un futuro.

4.2 Estudio del mecanismo de reaccion de hidroboracion en A°-esteroides.

La primera vez que se llevd a cabo la reaccion de hidroboracién oxidativa (HBO) del doble
enlace del colesterol (6), fue reportada simultaneamente por Wechter®® y Sondheimer.#"4°
Wetcher reporté que la HB empleando BHs-THF generaba una mezcla de dialquilboranos
con un 98% de rendimiento. Esta mezcla fue oxidada con una solucion de NaOH y perdxido
de hidrogeno, encontrando que el crudo de reaccidn estaba compuesto por Sa-colestan-3f3,60.-

diol (7a, 78%), 5B-colestan-3p,6B-diol (7c, trazas) y un tercer compuesto sin caracterizar.
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Por otra parte, Sondheimer agrego a la reaccion con 6, BFs-OEt, y la oxidacion fue llevada a
cabo con perdxido de hidrégeno en una solucion de KOH/EtOH obteniendo 7a (68%) y 7c
(20%). En general, la mayoria de los estudios de HBO en A>-esteroides describen solo la

generacion del alcohol con estereoquimica cis tipo 7a (Esquema 24).

1) BF;OEt,
NaBH,
THF

2)H,0,

HO KOH (5%)/MeOH o

OH

Esquema 24. Hidroboracion del colesterol reportada por Wechter y Sondheimer.

En este trabajo se llevd a cabo la reaccion de HB para el colesterol (6) y la kriptogenina (8),
como modelos representativos de AS-esteroides, empleando NaBH4 y BFs-OEt; en THF
(anhidro) a 0 °C — T.A, para generar los correspondientes organoboranos. El crudo de
reaccion se oxido utilizando una solucion de KOH/MeOH al 5% y perdxido de hidrégeno
(35%) en agitacion a temperatura ambiente.

En nuestras manos y bajo las condiciones tradicionales de HB ya descritas, esta reaccion
generd 4 productos en lugar de dos (Esquema 25). Debido al efecto estérico ejercido por el
metilo en la posicion 19, el producto mayoritario es el que proviene de la adicion syn por la
cara o esteroidal, 7a. El compuesto 7c es el producto de adicion tipo Markonikov, los cuales
han sido reportados recientemente empleando reacciones de HB asimétricas metal-
catalizadas, pero no en condiciones tradicionales,® % 7b se obtuvo en trazas. El producto 7¢
se obtuvo con un rendimiento muy bajo (9%) de lo que se infiere que el impedimento estérico

que ejerce el metilo 19 es importante.

1) BF; OEt,
NaBH,
O S ook
HO =Y HO HO A HO ﬁ

2)H,0, H 2 H OH
HO' 6 KOH (5%)/MeOH OH 4, OH 7 7e OH 74

Esquema 25. Productos aislados y caracterizados de la reaccién de HBO del colesterol a

temperatura ambiente.
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Inesperadamente se hallé también un producto de HB “trans”, 7d, el cual podria decirse que
proviene de una adicién tipo anti, pero esto no es factible para la reaccion de HB. El
rendimiento de este compuesto es moderado (22%), pero alto considerando su naturaleza. A
temperatura ambiente el rendimiento de 7d es casi un tercio del producto principal 7a. La
estereoquimica de los compuestos 7a-d fueron confirmados mediante IR (Apéndice 1) y
RMN de 1D y 2D (Apéndice 2).

Para explicar la formacion del producto no tradicional 7d se propuso un mecanismo de
reaccion (Esquema 26) en el que el organoborano que da lugar a 7a sufre una retro-
hidroboracion, regenerando el doble enlace, pero esta vez en la posicion 6 (intermediario A®-
esteroidal), posteriormente, dicho intermediario sufriria una hidroboracion por la cara [-
esteroidal debido al exceso de borano en el medio para dar pie a la formacion del borano que

tras la oxidacion produjo 7d.

+

BH;,

3

Esquema 26. Mecanismo de reaccion para la generacion de compuestos “trans” a traves
de HB.

Para llevar a cabo la elucidacion del inesperado producto 7d, se realizaron célculos
computacionales en colaboracion con el grupo del Dr. Gabriel Merino del Cinvestav Mérida.
El célculo se realiz6 empleando un nivel SMD/PBEO-D3/def2-TZVP®%° en Gaussian 16.”°
Para describir apropiadamente este mecanismo (y en general para cualquier mecanismo),
deben ser incluidos tres factores: el disolvente, la dispersion y los factores termodinamicos.

Asi, la discusion se basa en las energias libres de Gibbs calculadas a 273.15 K, utilizando
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THF como disolvente e incluyendo los efectos de dispersion via la aproximacion de Grimme-
D3. Considerando que el alcohol es generado a través de una oxidacion con retencion de
configuracion, solo se analiz6 el mecanismo de HB, por lo tanto, denominamos al sistema
alquilborano como 7a” el cual genera el compuesto 7a después de la oxidacion, lo mismo
para los productos 7cy 7d

Las energias libres de Gibbs determinadas para las adiciones de la HB suprafacial de 6 se
ilustran en la Figura 23. Para la adicion a, el complejo del reactivo generado o complejo n
(INT«) es mas estable que los reactivos por separado (5.0 kcal/mol). Enfocandonos en la
reaccion de adicion por la cara a, como se esperaba, la diferencia energética entre el aducto
anti-Markovnikov 7a” y Markovnikov 7¢” (AAG* = 3.3 kcal/mol) favorece la primera.
Debido a que la adicion involucra al C-5 cabeza de puente, los estados de transicion estan
conectados a conformaciones de silla distorsionada (INT2-7a" e INT2-7¢”), los cuales son
mas estables que INTqpor 3.6 y 1.2 kcal/mol, respectivamente. Las barreras energéticas para
obtener los productos finales son menores a 1.5 kcal/mol y la formacion de 7a” y 7¢” es
exergonica por 16.9 y 13.0 kcal/mol, respectivamente, con respecto a la materia prima. Hasta

este punto ain no se ha logrado explicar la formacién del compuesto 7d.

Nees
HO + HO’C&)

H
HO H.B Iii H

TS2-T¢’

AG {keal mol )

-13.0

Figura 23. Perfil de la energia libre de la HB del colesterol por la cara « y estructuras

involucradas en los estados de transicion.
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Para explicar la formacion del compuesto 7d se exploraron diversos mecanismos potenciales
los cuales involucran BHs, BH4", B2H7, e incluso el cambio de regioselectividad durante el
proceso de oxidacion. La respuesta mas congruente es un proceso de retro-hidroboracion
para regenerar el doble enlace, pero ahora en C-6 para formar el esteroide A® (5a-colest-6-
en-3p-ol), seguido de una HB tipica en este caso por la cara B. Los calculos realizados indican
que el compuesto 6 es mas estable respecto al compuesto A°-esteroidal por 4.3 kcal/mol. La
formacion del compuesto A®-esteroidal a partir de 7a” es concertada via TS1-7d” (AG* =14.1
kcal/mol). Resultando en el complejo  INT2-7d’, el cual es estable respecto al AS-esteroide
+BHs por 8.5 kcal/mol. El siguiente paso es la adicion del borano por la cara B del AS-
esteroide para formar INT3-7d", el cual es exergonico por 6.2 kcal/mol. El producto trans
(7d") se obtiene a través de una barrera energética pequefia de 2.6 kcal/mol y es solo 0.4
kcal/mol mas estable que 7a” (Figura 24). Notese que el A®-esteroide tiene un ambiente
estructural diferente alrededor del doble enlace en comparacion con 6. Debido a que el AS-
esteroide no involucra la adicion en ningun carbono cabeza de puente como en 6, la
generacion de la B-HB del AS-esteroide es mas exergonica (21.6 kcal/mol) que la o-HB de 6
(16.9 kcal/mol). En pocas palabras, los productos méas abundantes (7a” y 7d") son los méas

estables termodindmicamente.

AG (kcal mol™)

Td’

173
Ho’:é\I/i
i HO“ %

BH,

Figura 24. Perfil de energias libres para la formacion de 7d’y estructuras involucradas en

los estados de transicion.
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4.2.1 Caracterizacion de los productos de la reaccion de HBO, 7a-d.

En el espectro de RMN de tH para el compuesto 7a (Figura 25) se observa una sefial multiple
en 3.58 ppm correspondiente al proton base de alcohol en la posicién 3. En 3.41 ppm se
aprecia un doble de dobles que pertenece al proton H-6. Las sefiales para los metilenos en las
posiciones H-4, H-12 y H-7 se observan en 2.18, 1.98 y 1.96 ppm como sefiales multiples y
un doble de dobles, respectivamente. A campo alto se observan tres sefiales dobles en 0.89,
0.86 y 0.85 ppm correspondientes a los protones de los metilos 21, 26 y 27, a su vez en 0.81
y 0.64 ppm se observan dos sefiales simples las cuales corresponden a los protones de los

metilos 19 y 18, respectivamente.

En el espectro de RMN *H para el compuesto 7b (Figura 25) se observan en 4.09 y 3.70 ppm
dos sefiales maltiples correspondientes a los H-3 y H-6. Los metilenos en las posiciones 7'y
5 aparecen como un doble de dobles y una sefial mdltiple en 1.82 y 1.77 ppm,
respectivamente. A campos altos apreciamos las sefiales para los metilos 19, 21, 26, 27 y 18
en 1.14, 0.90, 0.87, 0.85 y 0.68 ppm, respectivamente.

En el espectro de RMN de *H para el compuesto 7¢ (Figura 25) se observa en 4.09 ppm una
sefial multiple correspondiente al H-3. EI metileno en la posicion 12 se aprecia como una
sefial maltiple en 1.98 ppm. A campo alto apreciamos las sefiales para los metilos en las
posiciones 19, 21, 26, 27, 18 en 0.99 (s), 0.89 (d), 0.86 (d), 0.85 (d) y 0.65 ppm (5s),

respectivamente.

En el espectro de RMN de *H para el compuesto 7d (Figura 25) se observan en 3.79 ppm y
3.63 ppm (como un doble de dobles y una sefial multiple) los protones H-6 y H-3. EI metileno
en la posicion 12 aparece como un doble de dobles en 1.99 ppm. A campo alto apreciamos
las sefiales para los metilos 19, 21, 26, 27 y 18 en 1.03, 0.95, 0.87, 0.85 y 0.69 ppm,

respectivamente.
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Figura 25. Espectros de RMN de *H de los compuestos 7a-d (600 MHz en CDCls).
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En el espectro de RMN de *3C para el compuesto 7a (Figura 26) se observan en 71.4 y 69.7
ppm los carbonos correspondientes a los hidroxilos en las posiciones C-3 y C-6,
respectivamente. En 56.3, 56.3 y 51.8 ppm se observan las sefiales de los carbonos terciarios
C-17,C-14y C-5, respectivamente. Los metilenos C-7 y C-4 se muestran en 41.8 y 32.4 ppm.
Los metilos en las posiciones 27, 26, 21, 19 y 18 se observan en 23.0, 22.7, 18.8, 13.6 y 12.2

ppm, respectivamente.

En el espectro de RMN de *3C para el compuesto 7b (Figura 26) se observan los C-6 y C-3
de los alcoholes en 73.4 y 66.2 ppm, respectivamente. En 56.3 y 43.9 ppm aparecen los
carbonos terciarios C-17 y C-5. Los metilos en las posiciones 19, 27, 26, 21, y 18 se observan
en 26.2, 22.7,22.7, 18.7 y 12.1 ppm, respectivamente.

En el espectro de RMN de 13C para el compuesto 7c (Figura 26) aparecen los C-5y C-3 de
los alcoholes en 75.5 y 67.5 ppm, respectivamente. En 44.0 40.2 y 34.5 ppm se observan los
metilenos C-4, C-12 y C-6. Los metilos en las posiciones 27, 26, 21, 19 y 18 aparecen en
23.0,22.7,18.8, 16.4 y 12.3 ppm, respectivamente.

En el espectro de RMN de **C para el compuesto 7d (Figura 26) se muestran en 72.2 'y 71.8
ppm los C-6 y C-3 de los alcoholes, respectivamente. En 47.5 ppm aparecen los protones del
carbono terciario C-5. Los metilos en las posiciones 27, 26, 21, 19 y 18 se observan en 22.9,

22.7,18.8, 15.9 y 12.2 ppm, respectivamente.
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Figura 26. Espectros de RMN de *3C de los compuestos 7a-d (150 MHz en CDCls).
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El estudio de la reaccion de hidroboracion que se realizo sobre el colesterol se ha extendido
aotro esteroide, la diosgenina:’! Para incrementar los casos de estudio en esta reaccion, cuyos
resultados atipicos ya se han comprobado en dos sustratos, se empled un tercer sustrato, el
A®-esteroide kriptogenina (8). Debido a que 8 contiene dos grupos hidroxilo en las posiciones
3y 26 y dos grupos carbonilo en las posiciones 16 y 22, se realizaron dos reacciones de
proteccion de grupos funcionales previas a la hidroboracion. El primer paso consistid en la
proteccion de los grupos hidroxilo por acetilacion, lo cual gener6 el compuesto 9, seguido de
la sinteis de un pirrol para proteger la funcién 1,4-dicarbonilo, compuesto 10. Esta proteccion
generd un anillo extra en el esqueleto esteroidal, al cual por nomenclatura IUPAC
denominamos anillo E y para este caso particular, corresponde a un pirrol pentasustituido.
Posteriormente se llevd a cabo la HB del compuesto 10 (Esquema 27). La caracterizacion

por RMN se llevo a cabo utilizando los datos reportados en la literatura.”

Tolueno
Bencilamina
PTSA
M.W

OAc

10

Esquema 27. Ruta sintética para la proteccién de la kriptogenina (8).
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4.2.2 Sintesis y caracterizacion del diacetato de (25R)-16,22-dioxocolest-5-eno-3,26-
diilo (9).

El compuesto 9 se obtuvo mediante la reaccion de acetilacion del compuesto 8 bajo
condiciones estandar (anhidrido acético, piridina y 4-dimetilaminopiridina, Esquema 27). %
Las condiciones de reaccion son suaves y la reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente.
El tratamiento de la reaccion debe conducir a un medio neutro para evitar su descomposicion.
La estructura de 9 fue elucidada mediante IR (A8, Apéndice 1) y RMN.

En las Figuras 27 y 28 se muestran los espectros de RMN de *H y *3C, respectivamente, del
compuesto 9. En el espectro de RMN de 'H aparece la sefial correspondiente al proton
vinilico H-6 en 5.38 ppm. En 4.23 y 3.94 ppm se observan como multipletes las sefiales
correspondientes a H-26 y H-3. El protén H-20 se muestra en 2.76 ppm como una sefial
multiple. Los protones alfa a carbonilo (H-15 y H-23) aparecen en 2.65 y 2.31 ppm,
respectivamente. Los metilos de los grupos acetato de 3 y 26 aparecen como sefiales simples
en 2.05y 2.03 ppm, respectivamente. A campo alto aparecen las sefiales dobles de los metilos

21y 27 en 1.25y 0.91 ppm y dos singuletes que corresponden a 19y 18 en 1.05 y 0.80 ppm.
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Figura 27. Espectro de RMN de *H del compuesto 9 (600 MHz en CDCls).

Con respecto al espectro de C para el compuesto 9 (Figura 28), los carbonos mas
caracteristicos de la molécula se presentan en 210.3 y 208.7 ppm y corresponden a las cetonas
de C-16 y C-22. En 170.6 y 169.2 ppm se observan las sefiales de los carbonilos de acetato
en las posiciones 3y 26, respectivamente. Los carbonos vinilicos C-6 y C-5 se aprecian en
128.9 y 121.9 ppm. Los carbonos base de oxigeno se encuentran en 73.8 ppm para el C-3y
69.2 ppm para el C-26. Los carbonos alfa a los carbonilos de 16 y 22 aparecen en 41.8 ppm
(C-15), 68.3 ppm (C-17), 43.5 ppm (C-20) y 36.8 ppm (C-23). En 20.6 y 19.4 ppm se
muestran los metilos de los acetatos. Por Gltimo, a campo alto se asignan los metilos 19, 27,

21y 18 los cuales se observan en 17.0, 15.5, 14.2 y 13.1 ppm, respectivamente.
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Figura 28. Espectro de RMN de 3C del compuesto 9 (150 MHz en CDCls).

4.2.3 Sintesis y caracterizacion del diacetato de N-bencilpirrolo [2',3",4,5":16,17,20,22]-
colest-5-eno-3p,26-diilo (10).

El compuesto 10 se obtuvo mediante la reaccion de Paal-Knorr®® una reaccion de ciclacion
intermolecular comdnmente empleada para 1,4 dicarbonilos. La reaccion se efectud
mediante calentamiento asistido por microondas a partir de 9, utilizando bencilamina, acido
p-toluenosulfénico y tolueno como disolvente a 200 °C y 11 bares (Esquema 27). El
tratamiento de la reaccion debe conducir a un medio neutro para evitar su descomposicion.
La estructura del compuesto 10 fue elucidada mediante RMN e IR (Apéndice 1, Figura A10)
en el cual se observo la aparicion de las sefiales caracteristicas del pirrol alrededor de 3500

cm,

En el espectro de RMN de *H para el compuesto 10 (Figura 29) se observan las sefiales

correspondientes a los protones aromaticos pertenecientes al anillo bencilico en 7.27 ppm

70



para la posicion orto, 7.19 ppm para la posicion meta y en 6.90 ppm para la posicion para.
En 5.36 ppm se muestra el protdn vinilico H-6 como una sefial doble. La sefial de los protones
del metileno bencilico aparece en 4.88 ppm como una sefial simple. El protén H-3 se muestra
en 4.60 ppm, los protones de 26 aparecen en 3.79 ppm como una sefial doble para cada
proton. Los metilos pertenecientes a los grupos acetato en las posiciones 26 y 3 se observan
como sefiales simples en 2.00 y 1.96 ppm. La sefial perteneciente al metilo en la posicion 21
nos indica la formacién del anillo E pirrolico, el cual a diferencia del compuesto 9 en donde
se mostraba como una sefial doble debido al acoplamiento con H-20, ahora, al no haber
protones presentes en dicha posicion se observa como una sefial simple en 1.24 ppm. Hacia
campos mas altos encontramos las sefiales correspondientes a los protones de los metilos 19,

18, 27 en 1.05, 0.90 y 0.83 ppm, como sefiales simples y una doble, respectivamente.
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Figura 29. Espectro de RMN de *H del compuesto 10 (600 MHz en CDCls).

En el espectro de *3C (Figura 30) para el compuesto 10, se observa en 171.3 'y 170.6 ppm las
sefiales caracteristicas de los carbonilos de los grupos acetato en las posiciones 3 y 26
respectivamente. Los carbonos vinilicos C-5 y C-6, aparecen en 140.2 y 122.4 ppm,
respectivamente. En 139.4, 134.3, 129.9 y 109.4 ppm se muestran los carbonos
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correspondientes al pirrol, C-17, C-22, C-16 y C-20, respectivamente. Los carbonos del anillo
bencénico se observan en 128.7 ppm para el carbono meta-, 127.1 ppm para los carbonos en
posicion orto- y en 126.2 ppm los carbonos de la posicion para-. Los carbonos C-3 y C-26
se muestran en 74.1 y 69.2 ppm, respectivamente. En 48.6 ppm se observa la sefial
correspondiente al metileno bencilico. En 21.0 y 20.9 ppm se observan las sefiales de los
metilos unidos a los carbonilos de los grupos acetatos en las posiciones 3 y 26. Las sefiales
para los metilos en las posiciones C-21, C-18, C-27 y C-19 se aprecian en 19.4, 18.6 y 16.8
y 14.2 ppm, respectivamente.
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Figura 30. Espectro de RMN de *3C del compuesto 10 (150 MHz en CDCls).

4.2.4 Sintesis y caracterizacion de los productos de la reaccion de HBO a partir del

compuesto bencilpirroélico colestanico.

La reaccion de hidroboracion se llevé a cabo de forma analoga a la descrita previamente para
el colesterol 6, empleando NaBHa4, en THF (anhidro) y BF3-OEt,, de 0 °C a temperatura
ambiente. La oxidacion de los productos de HB se llevd a cabo empleando una solucion de

KOH al 5 % en metanol y peroxido de hidrogeno al 35% (Esquema 28).

72



OAc

1)NaBH,
BF;-OEt,
THF
2) H,0,
KOH (5 %)/MeOH HO

AcO

11b OH 11c

Esquema 28. Reaccion de HBO para el compuesto derivado de la kriptogenina (10) y
productos obtenidos (11a-c).

El mecanismo de reaccion es analogo al propuesto para la HB del colesterol (Esquema 26),
con la diferencia de que para la base esteroidal de la kriptdgenina se obtuvo como producto
principal a 11a, los productos 11b y 11c, se obtuvieron en pequefias cantidades (10.3y 2.7%,

respectivamente), reafirmando asi la formacién del compuesto “trans”.

4.2.4.1 Elucidacion de los productos de la reaccion de HBO, 11a-c.

En el espectro de RMN de 'H para el compuesto 11a (Figura 31) se observan las sefiales
correspondientes a los protones aromaticos pertenecientes al anillo bencilico en 7.13 ppm
para la posicion orto, 7.05 ppm para la posicién meta y en 6.81 ppm para la posicién para.
La sefial de los protones del metileno bencilico aparece en 4.43 ppm como una sefial simple.
En 3.92 y 3.67 ppm se observan sefiales maltiples correspondientes a los protones de los
alcoholes en las posiciones 26 y 3. En 3.60 ppm aparece un doble de dobles que pertenecen
al proté H-6. Las sefiales para los metilenos en las posiciones H-4, H-12 y H-7 se observan
en 2.34, 1.96 y 1.84 ppm como sefiales maltiples, respectivamente. A campo alto se observa
en 2.04 ppm la sefial desplazada por el pirrol de los protones del metilo en la posicion 21. A
su vez se observan las sefiales caracteristicas en 1.25, 0.87 y 0.84 ppm correspondientes a los

protones del metilo en 19, 27 y 18, respectivamente.
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En el espectro de RMN de *H para el compuesto 11b (Figura 31) se observan las sefiales
correspondientes a los protones arométicos pertenecientes al anillo bencilico en 7.53 ppm
para la posicion orto, 7.35 ppm para la posicion meta y en 7.11 ppm para la posicion para.
La sefial de los protones del metileno bencilico aparece en 5.29 ppm como una sefial simple.
En 4.19 y 3.48 ppm se observan sefiales multiples correspondientes a protones 26 y 3. A
campo alto apreciamos las sefiales para los metilos en las posiciones 21, 19, 27y 18 en 1.82,

1.32,1.28 y 1.25 ppm, respectivamente.

En el espectro de RMN de *H para el compuesto 11c (Figura 31) se observan las sefiales
correspondientes a los protones arométicos del anillo bencilico en 7.51 ppm para la posicion
orto, 7.35 ppm para la posicion meta y en 7.13 ppm para la posicién para. En 4.43 y 4.21
ppm se observan las sefiales de los protones 26 y 3 como sefiales multiples y en 4.30 ppm
como un doble de dobles correspondiente al protén en 6. A campo alto apreciamos las sefiales
para los metilos 21, 19, 27 y 18 en 2.03, 1.32, 1.27 y 1.25 ppm, respectivamente.
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Figura 31. Espectros de RMN de *H de los compuestos 11a-c (600 MHz en CDCls).
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En el espectro de RMN de *3C para el compuesto 11a (Figura 32) se observan en 131.0,
129.6, 128.0 y 127.7 ppm se muestran los carbonos correspondientes al pirrol, C-17, C-22,
C-16 y C-20. Los carbonos del anillo bencénico se observan en 129.0 ppm para el carbono
meta-, 128.9 ppm para los carbonos en posicion orto- y en 128.8 ppm los carbonos de la
posicién para-. En 65.7, 65.3 y 60.5 ppm se observa los carbonos correspondientes a los
hidroxilos en las posiciones C-3, C-6 y C-26 respectivamente. En 53.5 ppm se muestra el
carbono perteneciente al metileno bencilico. Los metilos en las posiciones 21, 19, 27 y 18 se

observan en 22.8, 19.3, 14.3 y 14.2 ppm respectivamente.

En el espectro de RMN de *C para el compuesto 11b (Figura 32) se observan en 131.0,
124.6, 124.1 y 119.2 ppm se muestran los carbonos correspondientes al pirrol, C-17, C-22,
C-16 y C-20. Los carbonos del anillo bencénico se observan en 129.9 ppm para el carbono
meta-, 129.1 ppm para los carbonos en posicién orto- y en 128.9 ppm los carbonos de la
posicion para-. Posteriormente aparecen los C-5, C-3 y C-26 de los carbonos base oxigeno
en 71.8, 68.3 y 58.6 ppm, respectivamente. El carbono perteneciente al metileno bencilico se
muestra en 50.01 ppm. Los metilos en las posiciones 21, 19, 27 y 18 aparecen en 22.8, 19.4,

14.2 'y 11.1 ppm, respectivamente.

En el espectro de RMN de 3C para el compuesto 11c (Figura 32) aparecen en 147.2, 138.6,
131.0y 119.2 ppm las sefiales correspondientes a los carbonos que conforman al pirrol C-17,
C-22, C-16 y C-20. Los carbonos aromaticos bencilicos se muestran en 128.9 ppm para los
carbonos meta-, 124.6 ppm para la posicion orto- y en 124.1 ppm para el carbono para-. Los
C-6, C-3y C-26 de los alcoholes se observan en 68.3, 65.7 y 60.5 ppm, respectivamente. La
sefial perteneciente al metileno bencilico se observa en 53.5 ppm. Los metilos en las

posiciones 21, 19, 27y 18 en 22.8, 21.1, 14.3 y 14.2 ppm, respectivamente.
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Figura 32. Espectros de RMN de *3C de los compuestos 11a-c (150 MHz en CDCl3).
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Generalidades.

Los espectros de infrarrojo se registraron en un espectrofotometro FTIR Agilent Cary 630
utilizando las técnicas ATR (Attenued Total Reflection, por sus siglas en inglés) para
muestras sdlidas y DialPath para muestras liquidas, los datos se expresaron en cm™ (nimero
de onda). Los experimentos de RMN se realizaron a 25 °C en un espectrometro Varian 600
MHz AR Premium Compact con sonda de liquidos OneNMR 1H/19F/15N-31P 5 mm con
gradiente de campo pulsado (PFG). El registro de los espectros de 'H se realizé a 600 MHz,
mientras los espectros de 3C se registraron a 150 MHz. Los disolventes empleados fueron
cloroformo deuterado (CDClz con referencia interna de TMS) y metanol deuterado (CDz0D).
Los desplazamientos quimicos (3) se expresaron en partes por millon (ppm) y las constantes
de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). El procesamiento de los espectros de RMN se realiz6 en
el software MestReNova version 12.0.0 de MestreLab Research S. L. La sintesis asistida por
microondas se llevd a cabo en un equipo Anton Paar Monowave EXTRA 300. La
cromatografia en capa fina (CCF) se realizo en placas comerciales de gel de silice grado 60
de 0.2 mm de espesor con indicador de fluorescencia (F2s4), para su revelado se utilizé la
calcinacion, previo tratamiento con acido sulfdrico al 20% en agua. Las purificaciones en
columna cromatografica se realizaron en un equipo CombiFlash® Rf Lumen™ de Teledyne
Isco, para ello se utilizaron cartuchos de polipropileno, los cuales fueron empacados con gel
de silice grado 60. Las rotaciones Gpticas se adquirieron en un polarimetro Anton Paar MCP
500, las mediciones se realizaron a temperatura ambiente empleando soluciones de
cloroformo o etanol en celdas de 1 dm a una longitud de onda de 589 nm. Los difractogramas
de rayosX se realizaron en un difractometro Bruker D-8 Advance con un tiempo de paso de
0.5 s, tamafio de paso de 0.02 grados, 40 kV, 30 mA, en tubos de Cu, Kalfal. Todos los
reactivos y disolventes empleados son grado reactivo y fueron adquiridos en Merck/Sigma

Aldrich y Quimica Rique.
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5.2.1 Purificacion del &cido 3a,7a,12a-trihidroxi-5@-colan-24-oico (1).

El &cido colico (1) comercial contiene una impureza significante, la cuales fue detectada
mediante cromatografia en capa fina (TLC) empleando un sistema CH2Cl./MeOH (95:5) con

Rf=0.7234 para la impureza y Rf = 0.5454 para 1.

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se colocaron 2.44 mmol (1 g) de la muestra
comercial de 1y se disolvieron en 25 ml de CH2Cl, la solucion se mezcl6 con gel de silice
(Si0O2) en una proporcion (1:3), respectivamente y el disolvente se evaporo en el rotavapor.
El solido resultante se purificod por cromatografia en columna tipo flash en el equipo
CombiFlash. El sistema eluyente determinado anteriormente mediante CCF se eluy0 durante
30 min. Después de evaporar a presion reducida se obtuvo un sélido blanco con un
rendimiento de 87.5% que arrojé un [a]o = +40.5° (0.0002 g/mL, EtOH), valor similar al
reportado en la literatura (+37 [+2]) "°. Durante la medicion de la rotacion Gptica se observo
que el &cido célico no se disolvia completamente en el disolvente reportado en la literatura,
por lo que la medicion de 1 se llevé a cabo empleando CHCls, en este disolvente si se observo
una disolucion homogénea obteniendo un valor de [a]p = +21.7 (0.0002 g/mL, CHCI3)

RMN H (600 MHz, CDCls, 8): 3.91 (1H, s, H-12), 3.79 (1H, s, H-7), 3.35 (1H., m, H-3),
2.31 (1H, m, H-9), 2.07 (1H, m, H-14), 1.86 (1H, m, H-17), 1.66 (2H, d, Jas = 10.44 Hz, H-
4), 1.48 (1H, m, H-20), 1.36 (1H, m, H-5), 0.95 (3H, d, Jo1.20 = 6.12 Hz, H-21), 0.84 (3H, s,
H-18), 0.63 (3H, s, H-19).
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RMN 13C (150 MHz, CDCls, §): 35.4 (C-1), 31.2 (C-2), 71.7 (C-3), 39.3 (C-4), 41.7 (C-5),
35.3 (C-6), 68.5 (C-7), 39.4 (C-8), 27.5 (C-9), 34.5 (C-10), 30.0 (C-11), 73.0 (C-12), 46.4
(C-13), 41.4 (C-14), 23.2 (C-15), 28.0 (C-16), 46.8 (C-17), 12.4 (C-18), 22.4 (C-19), 34.7
(C-20), 17.2 (C-21), 31.2 (C-22), 31.0 (C-23), 177.6 (C-24).

IR (cm™): 3522, 3315, 3177 (OH), 2925, 2871 (CH alifatico), 1712 (C=0), 1076 (C-O).

5.2.2 Sintesis del 3a,7a,12a-trihidroxi-5-colan-24-oato de metilo (2).

En un vial de vidrio de 30 mL para microondas se colocaron 2.14 mmol (0.870 g) de 1
disueltos en 15 mL de metanol y 100 mg (0.58 mmol) de &cido p-toluenosulfénico. La
reaccion se llevo a cabo en 15 segundos a 140 °C bajo agitacion constante a 600 rpm y 12
bares en un equipo de microondas Anton Paar (Apéndice 4, Figura A22). El crudo de reaccion
se concentrd a presion reducida en un rotavapor para retirar el metanol. Posteriormente, se
diluyé en CHCl; y se realizaron lavados con solucién saturada de NaHCO3z (2 x 50 mL),
salmuera (1 x 50 mL) y agua destilada (1 x 50 mL). La fase orgénica resultante se secé sobre
Na>SO4 anhidro y se filtro para concentrarse a presion reducida en el rotavapor. El crudo se
purificé por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash empleando un gradiente de
hexano/acetato de etilo 7:3 — 1:1 — CH2Cl>/MeOH 95:5 durante 45 minutos. El compuesto
2 se obtuvo con un rendimiento de 81.7% y presento un [a]p = +35 (0.0002 g/mL, CHCIy).
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RMN H (600 MHz, CDCl3, §): 3.96 (1H, s, H-12), 3.83 (1H, d, J7 = 2.58 Hz, H-7), 3.65
(3H, s, OMe), 3.43 (1H, m, H-3), 2.36 (1H, m, H-9), 2.18 (1H, m, H-14), 1.88 (1H, m H-17),
1.67 (2H, d, Jas5= 7.8 Hz, H-4), 1.51 (1H, m, H-20), 0.97 (3H, d, J21.20 = 6.42 Hz, H-21), 0.87
(3H, s, H-18), 0.67 (3H, s, H-19).

RMN 13C (150 MHz, CDCls, §): 35.4 (C-1), 30.5 (C-2), 72.0 (C-3), 39.6 (C-4), 41.6 (C-5),
34.9 (C-6), 68.6 (C-7), 39.7 (C-8), 26.5 (C-9), 34.7 (C-10), 28.3 (C-11), 73.2 (C-12), 46.6
(C-13), 41.8 (C-14), 23.3 (C-15), 27.6 (C-16), 47.2 (C-17), 12.6 (C-18), 22.6 (C-19), 35.4
(C-20), 17.4 (C-21), 31.2 (C-22), 31.0 (C-23), 175.0 (C-24), 51.6 (CHsCOO0-24).

IR (cm): 3398 (OH), 3054, 2940, 2858 (CH, alifatico), 1731 (C=0), 1077 (C-O)

5.2.3 Sintesis del 3a,70,12a-triacetil-5p-colan-24-oato de metilo (3).

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se colocaron 1.75 mmol (740 mg) del compuesto
2 disueltos en 25 mL de CHCly, posteriormente se agregaron 5 mL (52.89 mmol) de
anhidrido acético, 5 mL (62.07 mmol) de piridinay DMAP en cantidad catalitica. La reaccién
se mantuvo bajo agitacién a temperatura ambiente durante 45 min. El crudo de reaccion se
vertidé lentamente sobre una solucién saturada de NaHCOsz y la mezcla se mantuvo en
agitacion constante durante 30 min. El crudo de reaccion se lavo con solucion de HCI 5% (2
x 50 mL), solucidn saturada de NaHCOs (2 x 50 mL), salmuera (2 x 50 mL) y agua destilada
(1 x 50 mL), se secd sobre Na>SO4 anhidro y se filtrd para concentrarse a presion reducida

en el rotavapor. ElI compuesto 3 se purificd por cromatografia en columna en un equipo
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CombiFlash con un sistema eluyente hexano/acetato de etilo 7:3 durante 25 min. El
rendimiento fue de 80.7% y presentd un [o]p = +14 (0.0002 g/mL, CHCI3)

RMN H (600 MHz, CDCls, §): 5.06 (1H, s, H-12), 4.88 (1H, d, J7¢ = 2.16 Hz, H-7), 4.55
(1H, m, H-3), 3.64 (3H, s, OMe), 2.32 (2H, m, H-23), 2.11 (3H, s, CH3-OAc-12), 2.06 (3H,
s, CH3-OAc-7), 2.02 (3H, CH3-OAc-3), 1.85 (1H, m, H-17), 1.75 (1H, m, H-20), 0.89 (3H,
s, H-18), 0.80 (3H, d, J21.20 = 6.48 Hz, H-21), 0.71 (3H, s, H-19).

RMN 13C (150 MHz, CDCls, 8): 34.8 (C-1), 31.4 (C-2), 74.2 (C-3), 34.7 (C-4), 43.5 (C-5),
34.4 (C-6), 70.8 (C-7), 41.1 (C-8), 29.0 (C-9), 31.0 (C-10), 30.9 (C-11), 75.5 (C-12), 43.5
(C-13), 34.7 (C-14), 27.0 (C-15), 27.3 (C-16), 47.5 (C-17), 22.7 (C-18), 12.3 (C-19), 37.9
(C-20), 17.6 (C-21), 25.7 (C-22), 22.9 (C-23), 174.6 (C-24), 170.6 (CH3-OAcu2), 170.6
(CH3-OAC(), 170.5 (CH3-OACu2), 51.6 (CHsCO0-24), 21.7 (CH3-OACu2), 21.6 (CHs-
OAC@), 21.5 (CH3-OACw).

IR (cm): 3055, 2951, 2872 (CH, alifaticos), 1728 (C=0), 1025 (C-O)

5.2.4 Sintesis del 3a,7a,120-tri-O-propargil-5p-colan-24-oato de metilo (4)

\ 7

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se colocaron 1.4 mmol (768 mg) del compuesto

3 disueltos en 25 mL de CH2Cl, y se agregaron 2.45 mL (14 mmol) de alcohol propargilico.

El matraz se colocd en un enfriador a 0 °C bajo agitacion constante y posteriormente se
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afiadieron, gota a gota, 10.4 mL (84 mmol) de BFs-OEt>, 5 min después la reaccion se retiro
del enfriamiento y se mantuvo en agitacion hasta alcanzar temperatura ambiente. La reaccion
permanecio bajo estas condiciones durante 5 dias. El crudo de reaccion se vertié sobre
salmuera en agitacion durante 30 min, posteriormente, el crudo se lavo con solucion saturada
de NaHCO:z3 (3 x 50 ml), salmuera (2 x 50 ml) y agua destilada (2 x 50 mL), se secé sobre
Na.SO4 anhidro y se filtr6 para concentrarse bajo presion reducida en el rotavapor. El
compuesto 4 se purificd por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash con un
sistema eluyente hexano/acetato de etilo 85:15 durante 30 min. El rendimiento fue de 30%

para 4a, de 25% para 4b y se recuperd un 45% de materia prima.

5.2.5 Sintesis del 3p,7p,12p-triazido-5p-colan-24-oato de metilo (5).

N3

En un mortero se colocaron 0.24 mmol (100 mg) del compuesto 2, 0.88 mmol (231 mg) de
PPhsz y 0.88 mmol (223 mg) de yodo molecular. Estos tres componentes se pulverizaron
manualmente por 10 min hasta formar una pasta. Posteriormente, se agregaron 2.94 mmol
(191 mg) de azida de sodio en 25 mL de dimetil sulféxido. La reaccion se trasvasé a un
matraz de fondo redondo de 100 mL y se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente
durante 1 h. La reaccion se enfrié a 0 °C y se agregaron 30 ml de una solucion al 10% de
NazS203. Después de 5 min el crudo de reaccidn se lavé con CH2Cl2 (3 x 50 mL) y salmuera
(3 x 50 mL), se secd sobre Na>SO4 anhidro y se filtrd para concentrarse a presion reducida
en el rotavapor. El producto (5) se purifico por cromatografia en columna en un equipo
CombiFlash empleando como eluyentes hexano/acetato de etilo 1:1 — CH2Cl2/MeOH 95:5
durante 40 min. El rendimiento fue de 87.4% y present6 un [a]o = +57.8 (0.0002 g/mL,
CHClIs)
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RMN H (600 MHz, CDCls, 8): 3.91 (1H, s, H-12), 3.79 (1H, s, H-7), 3.62 (3H, s, OMe),
3.38 (1H, m, H-3), 2.33 (LH, m, H-9), 2.15 (1H, m, H-14), 1.86 (1H, m, H-17), 1.50 (2H, d,
Jaz=12.3 Hz, H-4), 1.32 (1H, m, H-20), 0.94 (3H, d, J21.20 = 4.8 Hz, H-21), 0.84 (3H, s, H-
18), 0.63 (3H, s, H-19).

RMN 13C (150 MHz, CDCls, §): 35.4 (C-1), 30.4 (C-2), 68.5 (C-3), 39.5 (C-4), 41.6 (C-5),
34.8 (C-6), 68.2 (C-7), 40.9 (C-8), 27.6 (C-9), 34.7 (C-10), 29.0 (C-11), 71.9 (C-12), 47.0
(C-13), 41.6 (C-14), 23.3 (C-15), 28.2 (C-16), 47.0 (C-17), 11.0 (C-18), 14.1 (C-19), 35.4
(C-20), 12.2 (C-21), 31.2 (C-22), 30.4 (C-23), 174.9 (C-24), 51.6 (CH3COO0-24)).

IR (cm): 3233 (azida), 2923, 2849 (CH alifaticos), 1732 (C=0), 1013 (C-O).

5.2.6 Sintesis del 5a-colestan-3p,6a-diol (7a).

/////I,
1,

HO

Ty
OIIIIlu-
T

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, previamente calentado para reducir la humedad
en su interior, se colocaron 1.293 mmol (500 mg) de 6 y 12.93 mmol (489 mg) de NaBHa,
se cerrd herméticamente el matraz y se le coloc6 una trampa para captar el gas generado en
la reaccion, para asi agregar al matraz 20 mL (249.6 mmol) de THF anhidro, se coloco el
matraz bajo agitacion a 0 °C para posteriormente agregar, gota a gota, 12.93 mmol (1.6 mL)
de BF3:OEt,. Después de 5 min la reaccion fue colocada bajo agitacion a temperatura
ambiente y se mantuvo asi durante una hora. La reaccién se despresurizd, se le agrego al
crudo de reaccion, gota a gota, 10 mL salmuera y se concentrd el crudo de reaccion a presion
reducida en rotavapor. Posteriormente el crudo de reaccion se diluy6 con CH2Cl, y se lavo
con NaCl saturado (1 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL), se seco sobre Na2SO4 anhidro
y se filtré para concentrarse a presion reducida en rotavapor. Se agreg6 al crudo de reaccion
una disolucion al 2% de KOH/MeOH (50 mL) y gota agota, 5 mL de H20- al 35%. La
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reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 1 h para
posteriormente agregar 200 mL de agua al crudo de reaccion, se observo la formacion de un
precipitado el cual se filtrd al vacio, las aguas madres se lavaron con CH2Cl> (3 x 50 mL), la
fase organica se concentré junto con el precipitado a presion reducida en rotavapor. Se
purificé por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash. EI compuesto 7a se
purificd con un gradiente de hexano/acetato de etilo (7:3) durante 30 min, obteniendo un
precipitado blanco con rendimiento de 60% y un [a]o = +38 (0.0002 g/mL, CHCI3).

RMN H (600 MHz, CDCls, 8): 3.58 (1H, m, H-3), 3.41 (1H, ddd, Js5 = Jo7ax = 10.7 Hz,
Jo7eq = 4.1 Hz, H-6), 2.18 (1H, m, H-4), 1.98 (1H, m, H-12), 1.98 (1H, ddd, J76 = J76 = 4.7
Hz, Jgem = 11.1 Hz, H-7), 0.89 (3H, d, J2120 = 6.6 Hz, CH3-21), 0.86 (3H, d, Jas.25 = 2.5 Hz,
CH3-26), 0.85 (3H, d, J27.25 = 2.5 Hz, CH3-27), 0.81 (3H, s, CHs-19), 0.64 (3H, s, CH3-18).

RMN 13C (150 MHz, CDCl3, 8): 37.4 (C-1), 31.2 (C-2), 71.4 (C-3), 32.4 (C-4), 51.8 (C-5),
69.7 (C-6), 41.8 (C-7), 34.4 (C-8), 53.9 (C-9), 36.4 (C-10), 21.3 (C-11), 39.9 (C-12), 42.7
(C-13), 56.3 (C-14), 24.3 (C-15), 28.3 (C-16), 56.3 (C-17), 12.2 (C-18), 13.6 (C-19), 35.9
(C-20), 18.8 (C-21), 36.3 (C-22), 23.9 (C-23), 39.6 (C-24), 28.2 (C-25), 22.7 (C-26), 23.0
(C-27).

IR (cm): 3406 (OH), 2931, 2856 (CH alifaticos)

5.2.7 Sintesis del 5a-colestan-3f,5-diol (7b)

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, previamente calentado para reducir la humedad

en su interior, se colocaron 1.293 mmol (500 mg) de 6 y 12.93 mmol (489 mg) de NaBHa,
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se cerrd herméticamente el matraz y se le coloco una trampa para captar el gas generado en
la reaccion, para asi agregar al matraz 20 mL (249.6 mmol) de THF anhidro, se coloco el
matraz bajo agitacion a 0 °C para posteriormente agregar, gota a gota, 12.93 mmol (1.6 mL)
de BF3-OEt2. Después de 5 minutos la reaccion fue colocada bajo agitacion a temperatura
ambiente y se mantuvo asi durante una hora. La reaccién se despresurizo, se le agrego al
crudo de reaccion, gota a gota, 10 mL salmuera y se concentré el crudo de reaccion a presion
reducida en rotavapor. Posteriormente el crudo de reaccion se diluyé con CH2Cl, y se lavd
con NaCl saturado (1 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL), se sec6 sobre Na2SO4 anhidro
y se filtré para concentrarse a presion reducida en rotavapor. Se agrego al crudo de reaccion
una disolucion al 2 % de KOH/MeOH (50 mL) y gota agota, 5 mL de H.O; al 35%. La
reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 1 h para
posteriormente agregar 200 mL de agua al crudo de reaccidn, se observo la formacién de un
precipitado el cual se filtr al vacio, las aguas madres se lavaron con CH2Cl, (3 x 50 mL), la
fase organica se concentrd junto con el precipitado a presiéon reducida en rotavapor. Se
purificd por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash. El compuesto 7b se
purificd con un gradiente de hexano/acetato de etilo (7:3) durante 30 min, con rendimiento
de 9% y un [a]o = +19 (0.0002 mg/mL, CHCls).

RMN 1H (600 MHz, CDCls, 8): 4.09 (1H, m, H-3), 1.98 (1H, m, H-12eq), 0.99 (3H, s, CHz-
19), 0.89 (3H, d, J21.20 = 6.5 Hz, CHa-21), 0.86 (3H, d, Jo6.25 = 2.4 Hz, CH3-26), 0.85 (3H, d,
Jo7.25 = 2.4 Hz, CH3-27), 0.65 (3H, s, CH3-18).

RMN 3C (150 MHz, CDCls, §): 31.0 (C-1), 30.9 (C-2), 67.5 (C-3), 44.0 (C-4), 75.5 (C-5),
34.5 (C-6), 26.1 (C-7), 34.8 (C-8), 46.1 (C-9), 38.9 (C-10), 21.5 (C-11), 40.2 (C-12), 42.8
(C-13), 56.3 (C-14), 24.2 (C-15), 28.4 (C-16), 56.4 (C-17), 12.3 (C-18), 16.4 (C-19), 36.0
(C-20), 18.8 (C-21), 36.3 (C-22), 24.0 (C-23), 39.6 (C-24), 28.2 (C-25), 22.7 (C-26), 23.0
(C-27).

IR (cml): 3421, 3309 (OH), 2933 (CH alifaticos)
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5.2.8 Sintesis del 5B-colestan-3p,6B-diol (7¢)

////, 0,
&

HO

OH

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, previamente calentado para reducir la humedad
en su interior, se colocaron 1.293 mmol (500 mg) de 6 y 12.93 mmol (489 mg) de NaBHa,
se cerrd herméticamente el matraz y se le coloc6 una trampa para captar el gas generado en
la reaccidn, para asi agregar al matraz 20 mL (249.6 mmol) de THF anhidro, se coloco el
matraz bajo agitacion a 0 °C para posteriormente agregar, gota a gota, 12.93 mmol (1.6 mL)
de BF3-OEt,. Después de 5 min la reaccion fue colocada bajo agitacién a temperatura
ambiente y se mantuvo asi durante una hora. La reaccion se despresurizo, se le agrego al
crudo de reaccion, gota a gota, 10 mL salmuera y se concentré el crudo de reaccion a presion
reducida en rotavapor. Posteriormente el crudo de reaccion se diluyé con CH2Cl, y se lavd
con NaCl saturado (1 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL), se secd sobre Na2SO4 anhidro
y se filtré para concentrarse a presion reducida en rotavapor. Se agreg6 al crudo de reaccion
una disolucion al 2% de KOH/MeOH (50 mL) y gota agota, 5 mL de H20; al 35%. La
reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 1 h para
posteriormente agregar 200 mL de agua al crudo de reaccion, se observo la formacion de un
precipitado el cual se filtr al vacio, las aguas madres se lavaron con CH2Cl> (3 x 50 mL), la
fase organica se concentré junto con el precipitado a presion reducida en rotavapor. Se
purificd por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash. EI compuesto 7c se
purifico con un gradiente de hexano/acetato de etilo (7:3) durante 30 minutos, obteniendo
trazas y un [a]o = +38 (0.0002 g/mL, CHCIls).

RMN H (600 MHz, CDCls, 8): 4.09 (1H, mor, H-3), 3.70 (1H, Mo, H-6), 2.00 (1H, ddd,
Jgem = 12.8 Hz, Jaeqs = 4.2 Hz, Jaeqs = 3.1 Hz, H-leq), 1.82 (1H, ddd, J7.6 = J7g = 4.0 Hz,
Jgem = 8.0 Hz, H-7), 1.77 (1H, m, H-5), 1.14 (3H, s, CHs-19), 0.90 (3H, d, J21.20 = 6.7 Hz,
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CHs-21), 0.87 (3H, d, Jo625 = 2.3 Hz, CHs-26), 0.85 (3H, d, J2725 = 2.3 Hz, CH3-27), 0.68
(3H, s, CHs-18).

RMN 13C (150 MHz, CDCls, §): 40.1 (C-1), 34.4 (C-2), 66.2 (C-3), 33.6 (C-4), 43.7 (C-5),
73.4 (C-6), 28.3 (C-7), 24.2 (C-8), 30.6 (C-9), 34.8 (C-10), 20.9 (C-11), 40.1 (C-12), 42.7
(C-13), 56.5 (C-14), 30.1 (C-15), 27.5 (C-16), 56.3 (C-17), 12.1 (C-18), 26.2 (C-19), 35.8
(C-20), 18.7 (C-21), 36.1 (C-22), 23.8 (C-23), 39.5 (C-24), 28.0 (C-25), 22.6 (C-26), 22.6
(C-27).

IR (cm™): 3377 (OH), 2928, 2867 (CH alifaticos)

5.2.9 Sintesis del 5a-colestan-3p,6B-diol (7d)

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, previamente calentado para reducir la humedad
en su interior, se colocaron 1.293 mmol (500 mg) de 6 y 12.93 mmol (489 mg) de NaBHa,
se cerrd herméticamente el matraz y se le colocé una trampa para captar el gas generado en
la reaccidn, para asi agregar al matraz 20 mL (249.6 mmol) de THF anhidro, se coloco el
matraz bajo agitacion a 0 °C para posteriormente agregar, gota a gota, 12.93 mmol (1.6 mL)
de BFs-OEt,. Después de 5 min la reaccion fue colocada bajo agitacion a temperatura
ambiente y se mantuvo asi durante una hora. La reaccion se despresurizo, se le agrego al
crudo de reaccion, gota a gota, 10 mL salmuera y se concentré el crudo de reaccion a presion
reducida en rotavapor. Posteriormente el crudo de reaccion se diluyd con CH2Cl, y se lavo

con NacCl saturado (1 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL), se seco sobre Na>SO4 anhidro

88



y se filtré para concentrarse a presion reducida en rotavapor. Se agrego al crudo de reaccion
una disolucion al 2% de KOH/MeOH (50 mL) y gota agota, 5 mL de H20> al 35%. La
reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 1 h para
posteriormente agregar 200 mL de agua al crudo de reaccidn, se observo la formacién de un
precipitado el cual se filtr al vacio, las aguas madres se lavaron con CH2Cl> (3 x 50 mL), la
fase orgénica se concentrd junto con el precipitado a presion reducida en rotavapor. Se
purificd por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash. El compuesto 7d se
purificd con un gradiente de hexano/acetato de etilo (7:3) durante 30 min, con un rendimiento
de 22% y un [a]p = +11 (0.0002g/mL, CHCls).

RMN H (600 MHz, CDCls, 8): 3.79 (1H, ddd, Js;5 = Js,7ax = 2.8 Hz, J,7¢q = 2.4 Hz, H-6),
3.63 (1H, m, H-3), 1.99 (1H, ddd, Jgem = 12.4 Hz, J1211 = 3.2 and 3.6 Hz, H-12), 1.03 (3H, s,
CH3-19), 0.95 (3H, d, J2120 = 6.4 Hz, CH3-21), 0.87 (3H, d, J2s25 = 1.6 Hz, CH3-26), 0.85
(3H, d, J27,25 = 1.6 Hz, CH3-27), 0.69 (3H, s, CHs-18).

RMN 13C (150 MHz, CDCls, §): 38.6 (C-1), 31.6 (C-2), 71.7 (C-3), 35.5 (C-4), 47.4 (C-5),
72.1 (C-6), 39.7 (C-7), 30.5 (C-8), 54.3 (C-9), 35.5 (C-10), 21.2 (C-11), 40.0 (C-12), 42.6
(C-13), 56.2 (C-14), 24.3 (C-15), 28.3 (C-16), 56.3 (C-17), 12.2 (C-18), 15.9 (C-19), 35.9
(C-20), 18.8 (C-21), 36.2 (C-22), 24.0 (C-23), 39.6 (C-24), 28.1 (C-25), 22.7 (C-26), 22.9
(C-27).

IR (cm™): 3402 (OH), 2932 (CH alifaticos)
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5.2.10 Sintesis del diacetato de (25R)-16,22-dioxocolest-5-eno-3,26-diilo (9)

OAc

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se colocaron 0.464 mmol (200 mg) de 8 disueltos
en 20 mL de CH2Cl, posteriormente se agregaron 5 mL (52.89 mmol) de Ac.0O, 5 mL (62.07
mmol) de piridina y 4-dimetilaminopiridina en cantidad catalitica. La reaccion se mantuvo
bajo agitacion a temperatura ambiente durante 45 min. Se agregé el crudo de reaccion a una
solucién de NaHCOg, la cual se mantuvo bajo agitacion durante 30 min. El crudo de reaccion
se lavo con una solucion de HCI 5% (2 x 50 mL), NaHCOs saturado (2 x 50 mL), NaCl
saturado (2 x 50 mL) y agua destilada (1 x 50 mL), se seco sobre Na>SO4 anhidro y se filtro
para concentrarse a presion reducida en un rotavapor. Se purificé por cromatografia en
columna en un equipo CombiFlash. EI compuesto 9 se purific6 con un gradiente de
hexano/acetato de etilo (7:3) durante 20 min, con un rendimiento de 97.98% y un [a]o = -15
.65 (0.0002g/mL, CHCIs3).

RMN *H (600 MHz, CDCls, 8): 5.38 (1H, s, H-6), 4.23 (2H, m, H-26), 3.94 (1H, m, 3-H),
2.76 (1H, m, H-20), 2.65 (2H, m, H-15), 2.31 (2H, m, H-23), 2.05 (3H, s, H-OAc-3), 2.03
(3H, s, H-OAC-26), 1.25 (3H, d, J21.20 = 3.06 Hz, H-21), 1.05 (3H, s, 19), 0.91 (3H, d, J27.25
= 7.62 Hz, H-27), 0.80 (3H, s, H-18).

RMN 3C (150 MHz, CDCls, 8): 37.3 (C-1), 27.8 (C-2), 73.8 (C-3), 38.2 (C-4), 121.9 (C-
5), 128.9 (C-6), 31.9 (C-7), 30.5 (C-8), 49.7(C-9), 41.8 (C-10), 21.1 (C-11), 39.8 (C-12), 38.9
(C-13), 51.3 (C-14), 38.7 (C-15), 210.3 (C-16), 68.3 (C-17) 13.1 (C-18), 17.0 (C-19), 43.5
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(C-20), 14.2 (C-21), 208.7 (C-22), 36.8 (C-23), 26.8 (C-24), 32.2 (C-25), 69.2 (C-26), 15.5
(C-27), 170.6 (CH3-COO0-3), 169.2 (CH3-CO0-26).

IR (cm'l): 2938 (C=C-H), 2895, 2862 (CH alifaticos), 1726 (C=0), 1028 (C-O)

5.2.11 Sintesis del diacetato de N-bencilpirrolo[2’,3',4',5":16,17,20,22]-colest-5-eno-
3pB,26-diilo (10)

OAc

En un vial de SiC para microondas de 10 mL se colocaron 0.454 mmol de 9 disueltos en 6
mL (56.4 mmol) de tolueno, 4.54 mmol (0.5 mL) de bencilamina y &cido p-toluensulfénico
en cantidad catalitica. La reaccion se llevo a cabo en 20 min a 200 °C bajo agitacion
constante a 600 rpm y 11 bares en un equipo de microondas Anton Paar (Apéndice 4, A23).
Posteriormente se evaporo el tolueno a presidn reducida en rotavapor. Se concentro el
crudo de reaccion a presion reducida en un rotavapor para retirar el metanol. El crudo de
reaccion se lavo con una solucion de HCI 5% (1 x 50 mL), NaHCOs saturado (2 x 50 mL),
NaCl saturado (2 x 50 mL) y agua destilada (1 x 50 mL), se secd sobre Na,SO4 anhidro y se
filtré para concentrarse a presion reducida en un rotavapor. Se purificé por cromatografia
en columna en un equipo CombiFlash. EI compuesto 10 se purificd con un gradiente de
hexano/acetato de etilo (9:1) durante 20 min, con un rendimiento de 62.56% y un [a]p =
-221 (0.0002 g/mL, CHCIs3).

RMN H (600 MHz, CDClgs, 8): 7.27 (2H, m, H-orto), 7.21 (2H, m, H-meta ), 6.92(1H, d, J
= 5.0, H-para), 5.36 (1H, d, Js7 = 5.0, H-6), 4.91 (2H, s, H-bencilo), 4.57 (1H, s, H-3), 3.83

(1H, dd, Jgem= 15.0, J2526 =5.0, H-264a), 3.78(1H, dd, Jgem=15.0,J25.26= 5.0 Hz, H-26b ), 2.01
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(3H, s, CHs-OACc), 1.96 (3H, s, CHs-OAc), 1.24 (3H, s, H-21), 1.06 (3H, s, H-18), 0.90 (1H,
s, H-19), 0.85 (3H, d, J27,25 = 5.0Hz, H-27).

RMN 3C (150 MHz, CDCls, 8): 37.0 (C-1), 31.9 (C-2), 74.1 (C-3), 42.2 (C-4), 140.2 (C-
5), 122.4 (C-6), 32.6 (C-7), 31.9 (C-8), 30.6 (C-9), 36.2 (C-10), 20.9 (C-11), 38.3 (C-12),
37.1(C-13),50.9 (C-14), 37.0 (C-15),129.9 (C-16), 139.4 (C-17), 18.6 (C-18), 14.2 (C-19),
109.4 (C-20), 19.4 (C-21), 134.3 (C-22), 34.4 (C-23), 26.3 (C-24), 32.1 (C-25), 69.2 (C-26),
16.9 (C-27), 48.6 (C-bencilico), 128.7 (C-meta-), 126.2 (C-para-), 127.1 (C-orto-) 170.6
(CHs-CO-C26), 171.3 (CH3-CO-C-3).

IR (cm™):3690 (Ns), 3054, 2986 (CH alifaticos), 2521, 2410, 2305 (Ns), 2200-2000 (anillo

aromatico), 1728 (C=0), 1032 (C-0O).

5.2.12 Sintesis del 3p,6a,26-trihidroxi-N-bencilpirrolo[2’,3',4',5":16,17,20,22]-5a-

colestano (11a).

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, previamente calentado para reducir la humedad
en su interior, se colocaron 0.290 mmol (170 mg) de 10 y 2.905 mmol (110 mg) de NaBHa,
se cerrd herméticamente el matraz y se le colocé una trampa para captar el gas generado en
la reaccion, para asi agregar al matraz 20 mL (249.6 mmol) de THF anhidro, se coloco el
matraz bajo agitacién a 0 °C para posteriormente agregar, gota a gota, 2.905 mmol (0.25 mL)
de BF3:OEt,. Después de 5 min la reaccion fue colocada bajo agitacion a temperatura
ambiente y se mantuvo asi durante una hora. La reaccion se despresurizo, se le agrego al
crudo de reaccidn, gota a gota, 10 mL de salmuera y se concentré el crudo de reaccion a

presién reducida en rotavapor. Posteriormente el crudo de reaccion se diluyé con CH2Cly, se
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lavé con NaCl saturado (1 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL), se secd sobre Na;SO4
anhidro y se filtr6 para concentrarse a presion reducida en rotavapor. Se agreg6 al crudo de
reaccion una disolucion al 2% de KOH/MeOH (50 mL) y gota agota, 5 mL de H.O> al 35%.
La reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante una hora para
posteriormente agregar 100 mL de agua al crudo de reaccion. El crudo de reaccién se lavd
con CH2Cl> (3 x50 mL), se seco sobre Na>SO4 y se filtro para concentrarse a presion reducida
en rotavapor. Se purificd por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash. El
compuesto 11a se purificd con un gradiente de hexano/acetato de etilo 7:3 — 65:35 — 6:4
— 1:1 — CH2Cl; 95:5 — 9:1 durante 120 minutos, con un rendimiento de 46.6% y un [a]p
=-86 (0.0002 g/mL, CHCI5).

RMN H (600 MHz, CDCls, 8): 7.13 (2H, m, aromaticos O-), 7.05 (2H, m, aromaticos m-),
6.81 (2H, d, J = 9.48 Hz, aromaticos p-), 4.43 (2H, d, J =5.58 Hz, CH»-Bz), 3.92 (1H, m, H-
3),3.67 (1H, m, H-26), 3.60 (1H, m, J H-6), 2.34 (2H, m, H-4), 2.04 (3H, s, H-21), 1.96 (2H,
m, H-12), 1.84 (2H, m, H-7), 1.25 (3H, s, H-19), 0.87 (3H, d, J27.25 = 7.08 Hz, H-27), 0.84
(3H, s, H-18).

RMN C (150 MHz, CDCls, 8): 37.3 (C-1), 32.1 (C-2), 65.7 (C-3), 37.6 (C-4), 45.3 (C-5),
65.3 (C-6), 32.9 (C-7), 30.7 (C-8), 45.8 (C-9), 37.0 (C-10), 21.2 (C-11), 38.9 (C-12), 42.2
(C-13),54.0 (C-14), 37.6 (C-15), 128.0 (C-16), 131.0 (C-17), 14.2 (C-18),19.3 (C-19), 127.7
(C-20), 22.8 (C-21), 129.6 (C-22), 37.4 (C-23), 27.3 (C-24), 34.3 (C-25), 60.5 (C-26), 14.3
(C-27), 53.5 (CH»-Bz), 131.0 (C-Bz), 128.9 (Bz, posicion o-), 129.0 (Bz, posicion m-), 128.9

(Bz, posicion p-).

IR (cm™L): 3690, 3604 (OH), 3055, 2966, 2934 (CH alifaticos), 2600-2300 (pirrol), 1046 (C-
0).
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5.2.13 Sintesis del 3p,50,26-trihidroxi-N-bencilpirrolo[2',3',4',5":16,17,20,22]-colestano
(11b).

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, previamente calentado para reducir la humedad
en su interior, se colocaron 0.290 mmol (170 mg) de 10 y 2.905 mmol (110 mg) de NaBHa,
se cerrd herméticamente el matraz y se le coloc6 una trampa para captar el gas generado en
la reaccion, para asi agregar al matraz 20 mL (249.6 mmol) de THF anhidro, se colocé el
matraz bajo agitacion a 0 °C para posteriormente agregar, gota a gota, 2.905 mmol (0.25 mL)
de BF3:OEt,. Después de 5 min la reaccion fue colocada bajo agitacion a temperatura
ambiente y se mantuvo asi durante una hora. La reaccién se despresurizo, se le agrego al
crudo de reaccién, gota a gota, 10 mL salmuera y se concentré el crudo de reaccién a presién
reducida en rotavapor. Posteriormente el crudo de reaccién se diluyé con CH.Cly, se lavd
con NaCl saturado (1 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL), se sec6 sobre NaSO4 anhidro
y se filtré para concentrarse a presion reducida en rotavapor. Se agrego al crudo de reaccion
una disolucion al 2% de KOH/MeOH (50 mL) y gota agota, 5 mL de H>O> al 35%. La
reaccion se mantuvo en agitacién constante a temperatura ambiente durante una hora para
posteriormente agregar 100 mL de agua al crudo de reaccion. El crudo de reaccién se lavd
con CH2Cl2 (3 x50 mL), se seco sobre Na2SO4 Y se filtro para concentrarse a presion reducida
en rotavapor. Se purifico por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash. El
compuesto 11b se purificd con un gradiente de hexano/acetato de etilo 7:3 — 65:35 — 6:4
— 1:1 — CH2Cl; 95:5 — 9:1 durante 120 minutos, con un rendimiento de 10.3% y un [a]p

= -135 (0.0002 g/mL, CHCly).
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RMN !H (600 MHz, CDCls, 8): 7.53 (2H, m, aromaticos O-), 7.35 (2H, m, aromaticos m-),
7.11 (2H, J = 8.58 Hz, aromaticos p-), 5.29 (2H, s, CH»-Bz), 4.19 (1H, m, H-3), 3.48 (1H,
m, H-26), 1.82 (3H, s, H-21), 1.32 (3H, s, H-19), 1.28 (3H, d, J27,25 = 16.74 Hz, H-27), 1.25
(3H, s, H-18).

RMN C (150 MHz, CDCls, 8): 37.3 (C-1), 30.5 (C-2), 68.3 (C-3), 42.4 (C-4), 71.8 (C-5),
32.0 (C-6), 31.7 (C-7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.7 (C-10), 20.5 (C-11), 38.9 (C-12), 40.3
(C-13),49.7 (C-14), 37.2 (C-15), 124.1 (C-16), 131.0 (C-17), 11.1 (C-18), 19.4 (C-19), 119.2
(C-20), 22.8 (C-21), 124.6 (C-22), 35.0 (C-23), 29.1 (C-24), 34.6 (C-25), 58.6 (C-26), 14.2
(C-27),50.0 (CH»-Bz), 129.7 (C-Bz), 129.9 (Bz, posicion o-), 129.1 (Bz, posicion m-), 128.9

(Bz, posicion p-).
IR (cmt): 3691, 3602 (OH), 3055, 2966, 2934 (CH alifaticos), 2600-2300 (pirrol), 1046 (C-

0).

5.2.14 Sintesis del 3p,6p,26-trihidroxi-N-bencilpirrolo[2',3",4',5":16,17,20,22]-5a-

colestano (11c).

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, previamente calentado para reducir la humedad
en su interior, se colocaron 0.290 mmol (170 mg) de 10 y 2.905 mmol (110 mg) de NaBHa,
se cerrd herméticamente el matraz y se le coloc6 una trampa para captar el gas generado en
la reaccion, para asi agregar al matraz 20 mL (249.6 mmol) de THF anhidro, se coloco el

matraz bajo agitacion a 0 °C para posteriormente agregar, gota a gota, 2.905 mmol (0.25 mL)
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de BF3-OEt,. Después de 5 min la reaccion fue colocada bajo agitacion a temperatura
ambiente y se mantuvo asi durante una hora. La reaccion se despresurizo, se le agrego al
crudo de reaccion, gota a gota, 10 mL salmuera y se concentré el crudo de reaccion a presion
reducida en rotavapor. Posteriormente el crudo de reaccion se diluyé con CH2Cly, se lavo
con NaCl saturado (1 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL), se secO sobre Na>SO4 anhidro
y se filtrd para concentrarse a presion reducida en rotavapor. Se agregd al crudo de reaccién
una disolucion al 2% de KOH/MeOH (50 mL) y gota agota, 5 mL de H20> al 35%. La
reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante una hora para
posteriormente agregar 100 mL de agua al crudo de reaccion. El crudo de reaccién se lavo
con CH2Cl> (3 x50 mL), se seco sobre Na>SO4 y se filtro para concentrarse a presion reducida
en rotavapor. Se purificd por cromatografia en columna en un equipo CombiFlash. El
compuesto 11c se purificd con un gradiente de hexano/acetato de etilo 7:3 — 65:35 — 6:4

— 1:1 — CH2Cl2 95:5 — 9:1 durante 120 minutos, con un rendimiento de 2.65% y un [a]p

=-81(0.0002 g/mL, CHCls).

RMN 'H (600 MHz, CDCls, 8): 7.51 (2H, d, J = 7.02 Hz, aromaticos O-), 7.35 (2H, s,
aromaticos m-), 7.13 (2H, d, J = 8.52 Hz, aromaticos p-), 4.10 (2H, s, CH2-Bz), 4.43 (1H, m,
H-3), 4.30 (1H, m, H-6), 4.21 (1H, m, H-26), 2.34 (2H, m, H-4), 2.03 (3H, s, H-21), 1.96
(2H, m, H-12), 1.84 (2H, m, H-7), 1.32 (3H, s, H-19), 1.27 (3H, d, J2725 = 1.32 Hz H-27),
1.25 (3H, s, H-18).

RMN C (150 MHz, CDCls, 8): 34.6 (C-1), 30.5 (C-2), 65.7 (C-3), 38.9 (C-4), 29.5 (C-5),
68.3 (C-6), 30.7 (C-7), 30.3 (C-8), 29.8 (C-9), 31.7 (C-10), 22.3 (C-11), 37.2 (C-12), 29.8
(C-13),29.0 (C-14), 35.0 (C-15), 131.0 (C-16), 147.2 (C-17), 14.2 (C-18),21.1 (C-19), 119.2
(C-20), 21.1 (C-21), 138.6 (C-22), 32.0 (C-23), 29.8 (C-24), 31.5 (C-25), 60.5 (C-26), 14.3
(C-27),53.5 (CH»-Bz), 128.8 (C-Bz), 124.6 (Bz, posicion o0-), 128.9 (Bz, posicion m-), 124.1

(Bz, posicion p-).

IR (cml): 3688, 3526, 3449 (OH), 3055, 2986, 2934 (CH alifaticos), 2600-2300 (pirrol),
1047 (C-O).
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6. CONCLUSIONES

Los &cidos biliares son de gran importancia en el funcionamiento y equilibrio del
sistema enterohepatico, llevando a cabo la transportacion o disolucion de sustratos
obtenidos a partir de la digestion; ademas de ser indispensables en la composicion de
la pared celular del sistema de bombas de sodio-potasio para llevar a cabo el
intercambid i6nico. Fisiolégicamente los acidos biliares estdn constituidos
mayoritariamente por el acido colico (1), el cual presenta la propiedad de generar
diversas formas de autoensamble, obteniendo una variedad de polimorfos, asi como
geles o nanotubos. Estos polimorfos presentan diversas propiedades, tales como
encapsuladores de sustratos neutros o idnicos, transportadores ionicos, en forma de
estructuras de canales ionicos o de carga. En el presente trabajo se reporta la
recristalizacion del acido coélico (1) en AcOEt y a través del analisis por DRX se
detectd el patron de una estructura polimorfica no reportada en la literatura. Dicha
estructura serd posteriormente analizada para poder determinar sus propiedades, asi

como los factores que influyen en su formacion.

El estudio del &cido colico (1) y sus derivados inici6 a partir del 1950. Debido a que
este tiene la caracteristica de presentar anfifilidad, asi como una alta funcionalidad y
quiralidad, se han llevado a cabo un gran nimero de modificaciones en su estructura.
Una reaccion llevada a cabo cominmente es la esterificacion de la parte acida de la
cadena lateral. Dicha reaccion mediante condiciones suaves y calentamiento
convencional genera una mezcla de productos; por lo cual para incrementar su
rendimiento y selectividad se necesita emplear reactivos y/o condiciones mas
agresivas bajo calentamiento convencional. En el presente estudio se llevo a cabo la
sintesis de esterificacion para el acido colico (1) mediante una metodologia méas
efectiva empleando sintesis asistida por microondas, mejorando considerablemente
el rendimiento, selectividad, uso de reactivos y, sobre todo, el tiempo de reaccién en
comparacion a los procesos previamente reportados. Los resultados obtenidos nos
invitan a explorar la sintesis asistida por microondas de procesos sintéticos

complicados bajo condiciones convencionales de reaccion para asi desarrollar
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métodos mas limpios, selectivos y en tiempos mas cortos, encaminando estos

procesos hacia la quimica verde.

Los colédpodos son estructuras derivatizadas a partir del acido célico. Aprovechando
la anfifilidad de este, se funcionalizan selectivamente los grupos hidroxilo de la cara
hidrofilica a, para obtener estos compuestos “podantes”. L0S grupos podantes
funcionan como “piernas” para poder interactuar mediante puentes de hidrogeno,
generalmente, con otros sustratos o iones. Estos compuestos han presentado una gran
afinidad y selectividad anionica, lo cual permite transportar y liberar a los iones segun
las condiciones dadas. A su vez, tienen la capacidad de autoensamblarse ya sea en
estado solido o en forma de geles. La estructura del acido colico (1) se derivatizd
hacia los productos 2 y 3 y empleando a estos ultimos como materia prima, con los
cuales se realiz6 la sintesis del coldpodo 5, con buen rendimiento. A posteriori se
llevard a cabo el disefio y estudio de nuevas estructuras colapodas, asi como la
optimizacion del proceso para la obtencion del compuesto 4 y la basqueda de las

condiciones adecuadas para la obtencién en fase sélida de estos colapodos.

La reaccion de hidroboracion oxidativa de olefinas se llevo a cabo en 1957 por H.C
Brown, proceso mediante el cual se obtienen alcoholes mediante una adicion anti-
Markovnikov del borano. En el estudio del mecanismo de reaccion, la hidroboracion
fue llevada a cabo en compuestos A°-esteroidales, proceso que, al igual que para
olefinas aciclicas, se lleva a cabo mediante una adicién syn al doble enlace. La
reaccion de hidroboracion oxidativa en A®-esteroides se reestudi6 a fondo empleando
la metodologia tradicional y caracterizando todos los productos obtenidos. Este
trabajo se realizd empleando colesterol (6) y kriptogenina (8) como materias primas.
Se aislaron cuatro diferentes productos y mediante colaboracion con el Laboratorio
de Fisicoquimica Tedrica y Computacional del Cinvestav Mérida, se propuso un
mecanismo alterno via hidroboracién-retrohidroboracion para explicar la
estereoquimica del producto “trans”, el cual no se ha reportado en la literatura para

esta reaccién y se obtuvo en rendimientos importantes. Para confirmar la generacion
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de este tipo de aductos trans, se realizara a futuro la HBO en otros compuestos

esteroidales, asi como en olefinas trisustituidas no esteroidales.

Los productos obtenidos se caracterizaron por técnicas fisicas y espectroscopicas:
RMN uni- y bidimensional, FTIR, polarimetria, microscopia electrénica de barrido y
difraccion de rayos X de solidos.
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7. PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentados en este trabajo, las perspectivas se orientan

en varias vertientes:

e Optimizar los procesos de obtencion de colapodos (particularmente para la obtencion
del colapodo 4) y buscar el disolvente adecuado para recristalizarlos y profundizar en

la caracterizacion de sus propiedades en estado sélido.

e Emplear al célapodo 5, como materia prima en reacciones tipo “clic” para obtener

derivados tris-triazélicos esteroidales.

e Sintetizar y caracterizar nuevos colapodos derivados del &cido desoxicdlico y estudiar

sus propiedades en estado sélido.

e Explorar la reaccion de hidroboracidn en alquenos trisustituidos no esteroidales para
determinar si el comportamiento atipico observado se puede generalizar 0 es

exclusivo para A’-esteroides.

e Complementar la caracterizacion de los compuestos obtenidos con determinaciones

de puntos de fusion y espectrometria de masas de alta resolucion.
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APENDICES

APENDICE 1. ESPECTROS DE INFRARROJO.
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Figura Al. Espectro de infrarrojo para el compuesto 1.
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Figura A2. Espectro de infrarrojo para el compuesto 2.

105



%Transmittance

% Transmittance

120~

100~

40~

20~

120=

100-

90~

80~

70~

P
3800

JE5 32}

3945 369

PP
3800

2872.334
3055.284
2951.706
P S S
3600 3400 3200 3000 2800 2600

© o oo o oo
2400 2200

Wavenumber

C o oo
2000

P
1800

Figura A3. Espectro de infrarrojo para el compuesto 3.
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Figura A4. Espectro de infrarrojo para el compuesto 4.
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Figura A6. Espectro de infrarrojo para el compuesto 6.
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Figura A8. Espectro de infrarrojo para el compuesto 8.
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Figura A10. Espectro de infrarrojo del compuesto 10.
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APENDICE 2. ESPECTROS DE RMN DE 1D y 2D.
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Figura A12. Experimento COSY del compuesto 1
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Figura A13. Experimento HSQC del compuesto 1.
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Figura A15. Experimento COSY del compuesto 2.
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Figura A16. Experimento HSQC del compuesto 2.
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Figura A17. Experimento de HMBC para el compuesto 2.
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Figura A18. Experimento de RMN de H para el compuesto 2 en MeOD.
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Figura A19. Experimento de RMN de **C para el compuesto 2 en MeOD.
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Figura A20. Espectro de RMN de *3C de los compuestos 4a, b y 3 (150 MHz en CDCls).
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APENDICE 3. DIFRACTOGRAMA DE RAYOS X
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Figura A21. Difractograma de rayos X para el compuesto 2.

APENDICE 4. CONDICIONES PARA REACCIONES ASISTIDAS POR

MICROONDAS.
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Figura A22 Diagrama de condiciones de reaccion para la obtencion del compuesto 2.
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Figura A23 Diagrama de condiciones de reaccion para la obtencion del compuesto 10.
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