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RESUMEN

La sintesis de azasteroles como posibles inhibidores de la biosintesis del
ergosterol, esterol fundamental presente en microorganismos como hongos y parasitos,
principales causantes de numerosas enfermedades que ocasionan gran numero de
defunciones a nivel mundial, se ha convertido en los ultimos afios en un area de
investigacion importante ya que conforman una novedosa serie de compuestos con los
que se podria obtener una mayor especificidad en la inhibicién de la enzima A?*®)
Esterol Metil Transferasa (EMT).

Bajo este concepto en el siguiente trabajo de investigacion se planteé como
objetivo principal la sintesis y caracterizacion quimica de los compuestos 23-piperidin-
2-il-5-colen-3 B-ol (9) y 23-piperidin-3-il-5-colen-3 B-ol (10), como posibles inhibidores
de la A**®) EMT, enzima encargada de la alquilacién en el carbono C-24 en la
biosintesis del ergosterol. Con este fin se realizaron transformaciones estructurales,
especificamente en la cadena lateral, tomando en cuenta los compuestos sintetizados
anteriormente, 22,26 azasterol (AZA 1) AzA 2y AZA 3 112,

Las modificaciones realizadas se basaron en la elongacion de la cadena lateral
en un atomo de carbono, para ello las estrategias sintéticas de estos productos se
fundamentaron en reacciones de sustitucién nucleofilica del tipo Sy2 y reacciones de

eliminacién principalmente.



1. INTRODUCCION

En la actualidad las enfermedades causadas por agentes patégenos afectan a un
gran namero de personas alrededor del mundo y en algunos paises constituyen los
principales problemas de salud, es por ello que la busqueda de una cura para estas

enfermedades ha sido motivo de numerosas investigaciones en los ultimos afios.

Entre estas enfermedades que son de gran importancia se encuentran las de la
familia de Trypanosomatidae, las méas resaltantes son: la enfermedad de Chagas
localizada en Centro y Sur America (tripanosomiasis Americana) y es causada por el
Trypanosoma cruzi, la enfermedad del suefio que se encuentra en algunos paises
Africanos (tripanosomiasis Africana) causada por Trypanosoma brucei, la leishmaniasis
causada por numerosas especies y sub-especies de Leishmania.! Otra enfermedad
de gran relevancia es la paraccocidiodomicosis (micosis profunda o sistematica)
ubicada principalmente en latinoamérical® donde la mayoria de los casos se presentan
en Brasil, seguido por Colombia y por ultimo en Venezuela, esta enfermedad es

causada por Paraccocidioides brasiliensis.

Existe un gran nimero de compuestos que se han sintetizado con el fin de inhibir
ciertos pasos en la biosintesis del ergosterol, el cual es el principal esterol encontrado
en estos organismos. Dicha biosintesis requiere la alquilacién de la posicion del
carbono C-24 en la cadena lateral, un paso no encontrado en la biosintesis del
colesterol, el cual es el principal esterol presente en los mamiferos. La enzima
responsable de la alquilacién en el carbono C-24 de la cadena lateral del esterol
substrato es la S-adenosil-(L)-metionina: A%*®® esterol metil transferasa (EMT) en todos

estos organismos.



Entre los inhibidores de la biosintesis del ergosterol que se han desarrollado
terapéuticamente, se encuentran los azoles y las alilaminas. Estos son inhibidores
especificos de la enzima l14a-demetilasa y la epéxido escualeno sintasa. La enzima
1l4a-demetilasa, se encarga de eliminar el grupo metilo del carbono C-14 del lanosterol,
y los azoles actian interfiriendo este paso especifico de la biosintesis del ergosterol,

teniendo de esta manera una amplia aplicacion como antimicotico. (Figura 1)
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Figura 1: Inhibidores de la 14a-demetilasa (A, B)

La enzima epdxido escualeno sintasa se encarga de epoxidar al escualeno en la
posicion A®. Las alilaminas bloquean este paso biosintético teniendo como
consecuencia la acumulacion del escualeno e interfiriendo con la sintesis del ergosterol.
Al igual que los azoles las alilaminas han mantenido una amplia aplicacion como
antimicéticos de amplio espectro. Sin embargo, estos compuestos presentan algunos
inconvenientes y efectos secundarios en el huésped, asi como también la aparicion de
resistencia de los agentes patdogenos a estos antibidticos. Debido a esto se ha
continuado la busqueda de nuevos compuestos que sean mas activos y especificos

contra estas enfermedades.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Productos naturales o metabolitos secundarios:

Se define como producto natural o metabolito secundario, al producto quimico
propio de una especie y que no presenta utilidad aparente para el que lo sintetiza. Los
seres Vvivos son capaces de sintetizar una gran variedad de compuestos, entre ellos se
encuentran los metabolitos secundarios y los metabolitos primarios o bioquimicos que,
a diferencia de los mencionados, presentan una utilidad definida y son comunes para

todos los seres vivos como lo son: carbohidratos, lipidos, proteinas, entre otros.!!

2.2. Clasificacion de los metabolitos secundarios:

Existen diversas maneras de clasificar los metabolitos secundarios, bien sea por
su estructura, biogénesis, fuente de produccién y su accién biolégica. Sin embargo, la
biosintesis es el criterio mas utilizado como denominador comun y que engloba la
formacion de los metabolitos primarios y secundarios. Asi los metabolitos secundarios

se clasifican en:

e Compuestos alifaticos

* Compuestos aromaticos
* Alcaloides

* Antibidticos

* Terpenos



De la clasificacion anterior, los terpenos, constituyen una gran familia de
compuestos que poseen una amplia diversidad estructural y por lo tanto se dificulta el
establecer una Unica caracteristica comun; este grupo engloba una gran variedad de
grupos funcionales donde también varia el nUmero de atomos que conforman los

diferentes tipos de esqueletos.

La unidad fundamental que define éstos esqueletos contiene cinco atomos de
carbono y se le conoce como unidad de “isopreno”. De manera general, los terpenos
obedecen la llamada “regla del isopreno”, es decir, la secuencia de los atomos que
conforman un terpeno es tal que pueden localizarse varias unidades consecutivas de
isopreno. Sin embargo, esto no es siempre cierto por cuanto el nimero de atomos de
carbono puede no ser un multiplo de cinco, pues son frecuentes las reacciones de
degradacion, o bien suceden rearreglos esqueletales que conducen a secuencias

anormales de la unidad de C5."!

Los Terpenos, se pueden agrupar de acuerdo al numero de unidades de
isopreno, en Hemiterpenos (una Unidad); Monoterpenos (dos Unidades);
Sesquiterpenos (tres Unidades); Diterpenos (cuatro Unidades); Sesterpenos (cinco
Unidades); Triterpenos (seis Unidades); Carotenoides (ocho Unidades) y Politerpenos

(Varias unidades de C5n, n>9).!

Los compuestos pertenecientes a la familia de los triterpenos son muy
numerosos y su estudio se debe en gran parte, a su relacidon con los esteroides y a que
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza tanto en el reino vegetal como

en el reino animal.™



Dentro de los triterpenos se encuentran los tetraciclicos y pentaciclicos. De los
primeros hay dos series de compuestos principales que se diferencian en su
estereoquimica y en la fusién de los anillos: Protostanos y Apo-eufanos. Los triterpenos
tetraciclicos forman un grupo amplio dentro del cual se encuentra gran variedad de
estructuras y actividad biologica. Dentro de la familia de los protostanos, aquellos
provenientes de la degradacion del lanosterol, se encuentra el grupo mas estudiado: los
esteroides y junto con ellos, los &cidos célicos y los glucésidos cardiotdnicos. Su origen
es esencialmente animal, mientras que los provenientes del cicloartenol y los

dammaranos son de origen vegetal.!”

Los esteroides, son un grupo de sustancias que poseen el nucleo del
ciclopentano-perhidrofenantreno, que pueden o no presentar una cadena lateral en C-
17, asi como los metilos angulares en C-10 y C-13. Aunque esta clasificacion puede
traer confusiones en cuanto al tipo de sustancias presentes, pues no indica diferencias
estereoquimicas en la fusion de los anillos, o en la cadena lateral, se designa con este
término a los derivados al menos en principio, del lanosterol y por ello es frecuente
encontrar incluidos en este grupo los acidos célicos, los espirostanoles y estigmastanos.
Sin embargo, se prefiere designar como “esteroides” a los derivados de pregnano,

androstano, estrano y gonano, y a los restantes como “esteroles”.!!

Debido a la importancia de estos compuestos, ya que comprenden sustancias
vitales: hormonas sexuales, vitamina D, hormonas corticoides, compuestos
cardotidnicos, antibidticos, toxinas y otros, se han desarrollado un gran namero de
analogos sintéticos con intenciones, entre otras cosas, de suplantar, modificar, o

comprobar las estructuras de aquellos aislados de la naturaleza.!



Un tipo de esqueleto conformado por unidades isoprenicas y de amplia
importancia son los del tipo Esterol.

2.3. Esteroles:

Los esteroles son alcoholes de alto peso molecular (3B-hidroxiesteroides) con
una cadena lateral alifatica. Son sustancias neutras y estables que se encuentran libres
o esterificados. Difieren entre si por el grado de saturacion y por la estructura de la
cadena lateral unida a C-17.F!

Los esteroles se encuentran dentro de la clasificacion general de los terpenos,
son triterpenos tetraciclicos cuya estructura se basa en el sistema tetraciclico de
androstano, al igual que los esteroides, éstos pueden o no presentar una cadena lateral
en el carbono C-17, asi como los metilos angulares en los carbonos C-10 y C-13." Los
cuatro anillos se identifican como A, B, C Y D (figura 2), comenzando con el anillo a la
izquierda inferior; se enumeran los &tomos de carbono empezando con el anillo A, y
terminando con los dos grupos metilo “angulares” (axiales) ®.. A menos que se indique
lo contrario, se sobreentiende que la configuracion absoluta de las estructuras
esteroidales reproduce la del colesterol en la fusion de sus anillos y en la unién con la

cadena lateral. Esto se conoce como “serie natural”.

La numeracion de los carbonos y de los anillos para un esqueleto del tipo
Androstano, se muestra a continuacion:



Figura 2. Esqueleto basico de un esterol

En la estructura anterior, cada una de las uniones entre los anillos del
androstano es trans, lo que origina una molécula rigida, casi plana, con los dos grupos
metilo axiales perpendiculares al plano. En este tipo de estructura es necesario
especificar la estereoquimica del H en el C-5, a menos que un doble enlace ocupe esa
posicién, en cuyo caso se le nombrara. Los sustituyentes se indican como “a” debajo
del plano de los anillos, en lineas punteadas, “B” arriba del plano de los anillos, en
lineas gruesas, y cuando se desconoce la estereoquimica “€” se representa con lineas
punteadas. Los sustituyentes pueden ser designados como prefijjos o sufijos (los
halégenos, grupos alquilo y grupos nitro, solamente como prefijos) y cuando hay mas
de un sustituyente se escoge como sufijo al mas oxidado. La pérdida o ganancia de un
carbono, o la contraccion o expansion de los anillos se denominan con los prefijos “nor”
y “homo”, respectivamente, precedido del numero del carbono o de la letra
correspondiente al anillo afectado. El término “abeo” se reserva para indicar la

migracién de enlaces C-C que conducen a la expansién y/o contraccién de los anillos.!



Los esteroles estan presentes en las bicapas lipidicas de membranas celulares,
donde su funcién mas conocida es de modular la fluidez de la membrana./”! Todos los
eucariotes sintetizan esteroles o bien tienen un requerimiento absoluto en sus dietas.
Algunos, pueden ciclar al escualeno, aun cuando no contienen esteroles. Lo que
sucede con estos organismos inferiores, es que en algunas de sus rutas biogénicas,
logran sintetizar analogos del lanosterol o sustitutos del esterol, los cuales tienen un

papel estructural importante en estos organismos.

Colesterol
Animales Superiores HO

A\

Ergosterol
Hongos

\

HO

Brassicasterol
Hongos

\

Campesterol
Plantas Superiores HO'

\

HO

Sitosterol
Plantas Superiores

Estigmasterol

HO Plantas Superiores HO'

Figura 3. Esteroles tipicos en animales, plantas y hongos
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En los animales el colesterol es la fuente principal de todos los metabolitos
esteroidales, mientras que en las plantas se encuentran el campesterol, sitosterol y el

estigmasterol; y en los hongos el ergosterol.”!

2.4. Biosintesis de esteroles y su inhibicion:

Al menos 20 pasos metabdlicos son necesarios para sintetizar esteroles como el
colesterol y ergosterol, en estas rutas biogenéticas intervienen enzimas especificas en
algunos pasos que difieren entre las células de mamiferos y microorganismos como
hongos. Es por ello que el estudio de estas rutas biogenéticas se ha convertido en un
blanco quimioterapéutico para la creacion de nuevos compuestos sintéticos que inhiban

dichos pasos en la sintesis de los esteroles y sus analogos.

El esqueleto de carbono de la molécula de esterol se deriva de la acetil-CoA, con
la excepcion de la presencia del grupo metilo C-24 en la cadena lateral de ergosterol.
La primera reaccion en el camino biosintético involucra la condensacion de dos
unidades de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, seguido por la adicion de una
tercera unidad para formar la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que se reduce
por el NADPH para dar &cido mevalénico.”! Posteriormente, es transformado por una
serie de reacciones en isoprenos, que son los bloques estructurales del escualeno, el
precursor inmediato de los esteroles. El escualeno se oxida para poder ciclarse a
lanosterol, un esterol metilado, que por pasos sucesivos de transformacion metabdlica

se llega a ergosterol y colesterol en los casos correspondientes. (Figura 4)
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ESCUALENO

\

OXIDO DE ESCUALENO

\

LANOSTEROL
HO

ARH2D)EMT
/ l : Inhibido por azasteroles

HO! HO!

4,4'-dimetil-5a-colesta-8,24-dien-3f-ol

4,4' 14-trimetil-5a-colesta-8,24(24'")-dien-33-ol

\
l 1l4a-demetilasa
-

Inhibido por azoles

4,4'-dimetil-5a-ergosta-8,24(24")-dien-3p3-ol

l

5a-colesta-8,24-dien-33-ol
(ZIMOSTEROL)

HO!

5a-ergosta-8,24(24")-dien-33-ol

HO! colesta-5,7,24-trien-3p-ol  HO

colesta-5,24-dien-33-ol

(DEMOSTEROL) HO (22E)-ergosta-5,7,22,24(24")-tetraen-3p3-ol

l : A@424)_reductasa

Inhibido por azasteroles

HO!

colesta-5-en-33-ol
(COLESTEROL) HO!

(22E)-ergosta-5,7,22-trlen-3p3-ol

HO (ERGOSTEROL)

Figura 4. Ruta de la Biosintesis del Lanosterol, Ergosterol y Colesterol
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Es importante resaltar que la diferencia entre los esteroles tipo colesta y ergosta
es el grupo alquilo en la posicién C-24. La enzima que se encarga de introducir estos
grupos alquilicos en la posicion antes mencionada del esterol, es la S-adenosil-(L)-
metionina: A**®) esterol metil transferasa (EMT), que se encuentra exclusivamente en

hongos, parasitos y plantas.

2.5. Mecanismo Catalitico de la Esterol Metil Trans  ferasa (EMT):

La EMT tiene como funciéon donar un grupo metilo a un esterol aceptor como
sustrato, que posee un doble enlace localizado especificamente en el carbono C-24 de
la cadena lateral. Los esteroles aceptores de la A?*®) esterol metil transferasa de
hongos, levaduras y plantas superiores son lanosterol, zimosterol y cicloartenol
respectivamente. Aunque algunas variaciones en el mecanismo de reaccion de
transmetilacion del doble enlace A?**®) han sido observadas, varias generalizaciones

pueden hacerse, estas son (figura 5):

1. La A**® esterol metil transferasa genera un carbocatién en el carbono C-25
como intermediario.

2. Ocurre una migracion de un hidruro del carbono C-24 hacia el carbocation (C-
25), generando ahora un carbocation en el carbono C-24.

3. Salida de un protén del grupo metilo introducido inicialmente por la A%
esterol metil transferasa, formando el doble enlace A**?%).

4. El doble enlace A**®*) es reducido por NADPH, para formar el 24-metilesterol
tipo ergosta.

5. La A** esterol metil transferasa genera un nuevo carbocatién para generar el

grupo etil sobre el carbono C-24.



5.a. Ocurre una migracién de un hidruro del carbono C-25 al carbocation
generado anteriormente, dejando asi la carga positiva en el C-25.

5.b. La formacién de un doble enlace promovido por la carga positiva en el
C-25, y reducido posteriormente por asistencia de NADPH para generar el 24 etil

esterol, tipo estigmasta o poriferasta.!

\@/ 24-EMT cataliza la secuencia de la reaccion
| 9]
CH3 kCHz
R \‘/
carbocatlon C- 25 carbocation C-24
----------- H CH2
\MY + \‘/\)l\(
24-metil esterol NADP NADEH R
\e_~- 24'-EMT cataliza la secuencia de la reaccion
S
N ch CH3
CHs CH2
)
. c
"
R carbocation C- 24 R carbocation C-25

|

24-etil esterol

Figura 5. Mecanismo Catalitico de la EMT
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Debido a la presencia de los intermediarios cationicos C-24 y C-25, en el
mecanismo de la reaccion de alquilacion del carbono C-24 catalizada por la enzima
EMT, el disefio de inhibidores sintéticos se ha orientado hacia esteroles con algun
heteroatomo, usualmente nitrogeno o azufre cargados positivamente, para reemplazar o
bien el C-24 o C-25 con la finalidad de imitar estructural y electronicamente los
intermediarios carbocationicos y por consiguiente, unirse fuertemente a la enzima,

inhibiendo la funcién de la misma e interfiriendo en la biosintesis del ergosterol.

3. ANTECEDENTES

3.1 Efectos de azasteroles en agentes patdgenos al homb  re:

Existen numerosas infecciones parasitarias y micoticas que afectan a un gran
numero de la poblacion mundial, nos referimos a las enfermedades causadas por la
familia de Trypanosomatidae, como la tripanosomiasis africana humana, la enfermedad

de Chagas y la Leishmaniasis Y, y las enfermedades causadas por hongos.

Los tripanosométidos contienen predominantemente esteroles del tipo ergosta,
gue difieren del colesterol, principalmente por la presencia de un grupo metilo en la
posicion C-24 en la cadena lateral. La metilacion es iniciado por la S-adenosil-(L)-
metionina: A**®® esterol metil transferasa. La importancia de esta enzima esta
acentuada por su potencial como objetivo terapéutico en el tratamiento de las

enfermedades causadas por estos microorganismos.*"!



Actualmente, el tratamiento disponible para enfermedades causadas por hongos,
se basa en el uso de azoles. Su mecanismo de accién radica en la inhibicion de la
enzima 14a-demetilasa interfiriendo en la biosintesis del ergosterol de la membrana del

hongo, lo que conduce a deformaciones estructurales y muerte celular.™

Los azoles incluyen dos familias clinicamente utiles empleadas en el tratamiento
de la infecciones flangicas sistematicas: imidazoles y triazoles. Los imidazoles
(Ketoconazol) y los triazoles (fluconazol, saperconazol, y particularmente itraconazol),!
han sido extensamente usados para el tratamiento de Candida albicans, Pneumocystis

carinii, y Paracoccidioides brasiliensis.”!

Las alilaminas conforman un grupo de antimicoticos que afecta la sintesis del
ergosterol en un paso temprano de la sintesis, bloqueando la actividad de la enzima
escualeno epoxidasa, que conduce a la acumulacién de escualeno, paso previo a la
sintesis de lanosterol, un intermediario clave en la via metabdlica para la sintesis de
ergosterol.!

Otro compuesto utilizado es el Ajoene [(E,Z)-4,5,9-tritiadodeca-1,6,11-trieno-9-
oxido] (figura 6), derivado del ajo, se comporta como un agente antifingico contra la
Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus niger, Candida albicans, Cladosporium
carrionii y Fonsecaea pedrosoi. El Ajoene perturba la membrana plasmatica de los
hongos, este efecto conduce a un deterioro de las estructuras del hongo, entre ellos el
de la pared celular, cuya sintesis depende de la correcta ejecucion de la maquinaria

enzimatica situada en la membrana plasmética.[4]
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Figura 6. Estructura quimica del Ajoene

Los antibidticos antifingicos mencionados anteriormente  presentan
inconvenientes como la necesidad de largos periodos de medicacion, tienen la
desventaja que presentan efectos secundarios renales u otros efectos secundarios de
aparicion de resistencias y de alto costo (azoles, alilaminas, ajoene). Por lo cual, la
busqueda de agentes quimioterapéuticos nuevos y mas efectivos contra hongos y otras

especies patdgenas, con pocos o hingin efecto secundario contintia.!”

Es por ello que algunas investigaciones se han orientado al estudio de la
inhibicion de la enzima A*®® EMT que se encuentra exclusivamente en hongos,
pardsitos y plantas superiores.'? Los azasteroles acttian en un punto diferencial en la
sintesis de los esteroles en estos organismos, por ello la elaboracién de los mismos se
realiza con la finalidad de obtener una especificidad mas acentuada en la inhibicion de
la enzima, pudiendo de esta manera ejercer mejores y mayores efectos

antiproliferativos.

En general, la busqueda ha sido orientada a esteroides con un heteroatomo en la
cadena lateral, usualmente, nitrogeno o sulfuro, cargados positivamente, los cuales
tienen como caracteristica principal la imitacion de los intermediarios carbocationicos
del mecanismo de reaccion para la alquilacion del C-24. La figura 7 muestra una serie
de azasteroles que han mostrado ser inhibidores de la A%*®® EMT en Saccharomyces

cerevisiae.”!
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Figura 7. Algunos agentes antiproliferativos:
A. 25-azacolesterol; B. 24-tiocolesterol;  C. Solanidina; D. 24-azacolesterol; E. loduro
de 24-metil-24-tiocolesterol; F. Solasodina G. 25-aza-24,25-dihidrozimosterol; H. loduro

de 24-etil-24-tiocolesterol; I. 24,25-epiminozimosterol; J. 25-aza-24,25-dihidrolanosterol;
K. 24-tio-24,25-dihidrolanosterol; L. 24,25-epiminolanosterol.
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Uno de los inhibidores méas importantes es el 22,26 azasterol (AZA-1), (Figura 8)
analogo del pregnano con un anillo de piperidina como cadena lateral, el cual ha
mostrado ser un potente inhibidor del crecimiento contra Tripanosoma
(Schizotrrypanum) cruzi, Leishmania donovani y Pneumocystis carinii.™® M E| efecto
antiproliferativo del AZA-1, contra estos organismos coincidié con la reduccion de los
24-alquil-esteroles y su completa sustitucién por el tipo A%*-colesta- esterol.

Figura 8. AZA-1, 20-piperidin-2-il-5a-colen-33,20 (R)-diol

Jham Papale,*® realizé la sintesis, caracterizacién quimica y biolégica del
compuesto N-metil-22,26 azasterol (figura 9) sobre epimastigotes de T. cruzi,
presentando una actividad antiproliferativa menor que el compuesto parental 22,26
azasterol, quedando expuesta la importancia, para el efecto proliferativo la basicidad del
anillo de piperidina, la cual disminuye al introducir el grupo metil, y por lo tanto

disminuyendo su efecto inhibitorio.



HO

Figura 9. N-metil-22,26 azasterol

Recientemente, estudios de los parametros moleculares del AZA-1 y sus
derivados N-metilicos, establecieron algunas correlaciones importantes estructura-
actividad; algo que resaltd en estos resultados fue que el angulo de torsion entre los
carbonos C-17, C-20, C-22 y el atomo de nitrégeno aumenta con la presencia del grupo
metil en el anillo de piperidina, lo que disminuye la actividad antiproliferativa de este
inhibidor en comparacion con el 22,26 azasterol. La informacién obtenida de este
compuesto permitié el disefio y la sintesis de nuevos azasteroles (AZA-2 y AZA-3)M?!
(Figura 10) los cuales consisten en la elongacion de la cadena lateral en un atomo de
carbono, a fin de disminuir la barrera rotacional para un mejor acoplamiento del anillo de
piperidina en el sitio activo de la enzima, asi como también variaciones en la posicion
espacial de los mismos, para explorar la posibilidad de aumentar la especificidad hacia
la enzima EMT.1®!
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HiC  OH HC  OH
CHy ——= CHj 2
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Figura 10. AZA-2, 22-piperidin-2-il-colen-3[3,22(S)-diol
AZA-3, 22-piperidin-3-il-colen-3[3,22(S)-diol

Los estudios realizados por Visbal, et al, sobre los efectos de los analogos de
azasteroles (AZA-1, AZA-2 Y AZA-3) en el crecimiento en la fase de levadura de P.
brasiliensis, mostraron que este hongo fue susceptible a la accidén de los azasteroles en
la siguiente secuencia: AZA-3 (0,5 uM) > AZA-1 (5 pM) > AZA-2 (10 uM). Una
acumulacion de lanosterol causada por AZA-3 demostrd que su accion antiproliferativa
se asocia con la reduccion de los 24-metil esteroles. Esta correlacion apoya la nocion
de que la presencia de un sustituyente alquilo en la posicion C-24 de la molécula de
esterol es una caracteristica esencial para las funciones fisiologicas de P.

brasiliensis.'?

Corredor,?Y realizé la sintesis de tres nuevos azasteroles analogos a AZA 2y
AZA 3 (figura 11), para ello sus modificaciones en la cadena lateral se baso en la
eliminacién del grupo hidroxilo del carbono C-22.
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Figura 11. Compuestos esteroles analogos sintetizados

Entre los resultados mas relevantes de este trabajo, destaca la reaccion de
acoplamiento del anillo de piridina al nucleo esteroidal mediante la olefinacion de
Peterson; donde se obtuvo como resultado experimental que, a medida que el grupo
alquilo en el anillo de piridina se aleja del &tomo de nitrégeno el rendimiento decrece
considerablemente, siendo 93% para la 2-(trimetilsilil)-picolina, 55% para la 3-

(trimetilsilil)-picolina y 30% para la 4-(trimetilsilil)-picolina, figura 12.

22-piridin-2-il-3B-tetrahidropiraniloxi-5a-pregnan-20-eno
93%

22-piridin-3-il-3B-tetrahidropiraniloxi-5a-pregnan-20-eno
55%

22-piridin-4-il-3B3-tetrahidropiraniloxi-5a-pregnan-20-eno
30%

Figura 12. Olefinas obtenidas y rendimientos
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En base a estos datos y consideraciones anteriores, se busca profundizar en el
disefio, sintesis y estudio de una nueva serie de compuestos que puedan actuar como
inhibidores de la A?*®) esterol metil transferasa (EMT).



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

Sintesis y caracterizacibn quimica de 23-piperidin-2-il-5-colen-33-ol y 23-

piperidin-3-il-5-colen-3[3-ol.

4.2 Objetivos Especificos:

Sintesis del 2-(trimetilsililmetil)-piridina y 3-(trimetilsiliimetil)-piridina.

Sintesis del aldehido 33-Tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al.

Sintesis de 3B-Tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien.

Sintesis de 3B-Tetrahidropiraniloxi-23-piridin-3-il-col-5,22-dien.

Sintesis de 23-piperidin-2-il-5-colen-33-ol.

Sintesis de 23-piperidin-3-il-5-colen-33-ol.

Caracterizacion e identificacion mediante métodos espectroscépicos moleculares

(IR y RMN) de los compuestos sintetizados.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiales y reactivos

5.2 Equipos

Placas cromatogréaficas de Silica gel 60 (sin indicador fluorescente)
para cromatografia en capa fina. MERCK

Silica gel 60A 0.06-0.2mm, para cromatografia en columna (70-230
mesh ASTM). SCHARLAU

Solventes destilados: Diclorometano sobre Hidruro de Calcio, y
Tetrahidrofurano sobre Sodio y benzofenona.

Reactivos: acido 23,24-bisnor-5-colénico-33-ol (Steraloids),
2-picolina  (Aldrich), 3-picolina (Aldrich), Butil Litio (Aldrich),
Clorotrimetilsilano ~ (Aldrich),  Cloruro  de  Litio  (Aldrich),
Diisopropilamina (Aldrich), Rodio sobre alimina (Aldrich), Hidruro
de Aluminio y Litio (Aldrich), Dihidropirano (Aldrich).

Resonancia Magnética Nuclear: Equipo Bruker 300MHz y 500MHz
Ultrashield.

Infrarrojo: Instrumento NICOLET, modelo magna-IR 560
espectrometro de haz simple.

Fusiometro modelo Mel-Temp 3.0.

Reactor: modelo Fisher Porter 4967-A02, presion maxima permitida
100psi.



5.3 Métodos
v Purificacion de los compuestos por cromatografia de columna.

v’ Caracterizacion de los compuestos mediante:

4+ Espectroscopia de IR-FT, utilizando muestras pulverizadas con
KBr.

+ Resonancia Magnética Nuclear de H, *C, COSY, HMQC,
HMBC. Los desplazamientos quimicos fueron medidos en cada
caso utilizando como referencia las resonancias residuales *H
del solvente deuterado, CDCl; (7,24 ppm); *C CDCl; (77,0
ppm).

4 Analisis elemental.

5.4 Sintesis

Todos los reactivos y solventes empleados en la sintesis de los
compuestos deseados fueron previamente destilados y secados; utilizando para ello en

cada caso el método adecuado.
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5.4 Sintesis

La estrategia sintética planteada para la obtencion de los productos de interés es

la que se muestra a continuacion:

//"
N I Y, 2
i "\ Licl
N n-BuLi O\
+ . . .
| Diisopropilamina o

5 O >
P I

0”0 THF N
(6) 7
N

N

Rh/Alumina

HO

Figura 13. Ruta sintética planteada para la obtencion de los compuestos de interés



27

5.4.1 Sintesis del 2-(trimetilsiliimetil)-piridina (1) y 3-(trimetilsiliimetil)-piridina (2)

| ;_ | jﬁ\L_

2. CITMS
N N
2-metil-piridina (1)
3-metil-piridina @

Figura 14. Sintesis de la 2-(trimetilsiliimetil)-piridina (1) y 3-(trimetilsiliimetil)-piridina (2)

En un balén de tres bocas se coloco una solucion de BuLi (1,6 M) en hexano
(31,6 mL; 50,63 mmoles) y cloruro de litio (2,146 g; 50,63 mmoles) en THF seco (20
mL) bajo atmosfera de Argon a -78°C, se agrego lentamente mediante un embudo de
adicion diisopropilamina (7,1 mL; 50,63 mmoles). Finalizada la adicion se incremento la
temperatura a 0°C y se dejo en agitacion constante durante 20 minutos. Transcurrido
dicho tiempo la temperatura fue disminuida a -78°C; se disolvieron 5mL (50,63 mmoles)
de la picolina respectiva en THF seco (4 mL) y se agregaron gota a gota desde el
embudo a la solucién anterior y se dejo en agitacion durante 45 minutos manteniendo la
temperatura a -78°C. Se pudo observar la aparicién de un color anaranjado a medida
gue se agregaba la picolina. Luego se agregoé rapidamente cloruro de trimetilsilano (6,4
mL; 50,63 mmoles) y se dejé reaccionar durante 1 hora manteniendo la temperatura a -
78°C. La reaccion fue dejada a temperatura ambiente y se mantuvo en agitacion
durante 30 minutos mas. Al cabo de este tiempo la reaccion fue detenida mediante la
adicion de 20 mL de agua destilada. Se extrajo el producto con 3 porciones de 20 mL

de diclorometano. La fase organica fue secada con sulfato de magnesio anhidro, luego
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se filtr6 y se concentr6 por rota-evaporacién. Ambos productos fueron purificados

mediante cromatografia de columna (Silica gel, 3:1 Hexano:Acetato de Etilo).

El compuesto (1) se obtuvo con un rendimiento de 50% (4,2 g). RMN *H (CDCls)
ppm: 8,4 (d, 1H, H-6, J= 4,8Hz); 7,4 (t, 1H, H-4, J= 7,6Hz; 1,8Hz); 6,9 (m, 2H, H-3, J=
1,9Hz y H-5, J= 7,8Hz; 4,9Hz); 2,3 (s, 2H, CHy); 0,00 (s, 9H, Si(CH3)3).

El compuesto (2) se obtuvo con un rendimiento de 55% (4,6 g). RMN *H (CDCl,)
ppm: 8,2 (m, 2H, H-2, J=2,0Hz y H-6, J= 4,7Hz); 7,0 (m, 1H, H-5, J= 7,4Hz; 4,8Hz); 1,9
(S, 2H, CHz); 0,05 (S, 9H, SI(CH3)3)



5.4.2 Sintesis del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)

Para la sintesis del aldehido 3p-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al, se

realizaron las siguientes sintesis sucesivas:

4
o (3) o o (4)

0
“,
“™~oH H
O —— (L
o N0 (5) 0~ O (6)

Figura 15. Sintesis del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)
a. DHP, THF, Acido p-toluensulfénico; b. LiAIH4#/THF/0°C, agitacion por 24h; c.
Oxidacion de Swern, T=-78°C, Me,SO, CH,Cl,, (COCI), (CH3CH;)3N

(3) acido 3B-hidroxi-23,24-bisnor-5-colénico;

(4) acido 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en;
(5) 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-0l;
(6) 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al.
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Sintesis del acido 33-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnor-5-colénico (4):

En un balén provisto de un agitador magnético fue afiadido el acido 3B-hidroxi-
23,24-bisnor-5-colénico (3) (500 mg; 1,44 mmoles) y 20 mL de THF seco, bajo
atmosfera inerte, luego se afiadié gota a gota DHP (0,68 mL; 7,22 mmoles). Finalizada
la adicidon se agrego el acido p-toluensulfénico (571 mg; 3,31 mmoles). La reaccion se
mantuvo en agitacion durante 24 horas en atmosfera inerte. Se realiz6 un TLC, con el
fin de observar el progreso de la reaccion. Se detuvo la misma mediante la adicion de
10 mL de una solucion al 5% de NaHCOs. Se realizaron 3 extracciones consecutivas
con CH.CI, de 20 mL cada una. La fase organica fue acidificada con una solucion de
acido aceético al 5%, luego fue lavada 3 veces con agua destilada y secada con sulfato
de magnesio anhidro, filtrada y concentrada por rota-evaporacion. Se obtuvo un solido
blanco (compuesto 4). El producto sin purificar fue sometido al siguiente paso de

sintesis.

Sintesis del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-ol (5):

En un balon de 250 mL se disolvié el compuesto (4) en 10 mL de THF seco, bajo
atmosfera inerte a la temperatura de 0°C. Fue afadio el LiAlH,4 (0,220 g; 4,64 mmoles),
observandose un pequefio burbujeo en la reaccion, finalizada la adicién, se removio6 el
bafio de hielo-agua y se dejo en agitacion constante durante 24 horas. El avance de la
reaccion se llevd a cabo mediante cromatografia de capa fina. La reaccion se colocé
nuevamente en el bafio de hielo-agua y se afiadio hielo picado al balén de la reaccion
con el fin de detener la reaccidén, luego se afiadieron 20 mL de agua destilada y el pH
fue ajustado entre 4-5 con una solucion al 5% de HCI. Finalmente se dejo alcanzar la
temperatura ambiente. El producto de la reaccion se extrajo con 3 porciones de 20 mL
de CH.CI,. La fase organica fue lavada con agua destilada y secada con sulfato de

magnesio anhidro; el solvente se elimind mediante rota-evaporaciéon y el producto fue
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purificado en columna (Silica gel, 4:1 Hexano:Acetato de Etilo). Se obtuvo un sélido
blanco (5). Rendimiento: 98%. RMN *H (CDCls) ppm: 85,3 (m, 1H, vinilico H-6); 84,7 (m,
1H, THP H- metino); 63,8 (m, 1H, THP O-CHy); 83,6 (m, 1H, H-22); 63,5 (m, 2H, THP
O-CH; y H-3a); 83,3 (m, 1H, H-22"); 2,3 (m, 1H, H-20); 81,13 (d, J= 6,57Hz, 3H, H-21);
51,04 (s, 3H, H-19); 50,68 (s, 3H, H-18). IR (KBr) Vmax (cm™) 3333, 2933, 1642, 1262,
1115, 1033.

Sintesis del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6):

En un balén de tres bocas provisto de un embudo de adiciobn y un agitador
magnético fueron afiadidos 5 mL de THF seco y 0,15 mL (1,573 mmoles) de una
solucion de cloruro de oxalilo a la temperatura de -78°C; a dicha solucion se afiadio
gota a gota mediante el embudo de adicion una solucién de dimetilsulfoxido (0,22 mL;
3,05 mmoles) en THF (2 mL); se dejo en agitacion durante 15 minutos manteniendo la
temperatura a -78°C. Finalizado dicho tiempo se agregd gota a gota una solucion del
alcohol 5 (0,437 g; 1,05 mmoles) en THF (3 mL) y se dejo reaccionar bajo agitacion
constante durante 1 hora manteniendo la temperatura entre -70°C y -60°C. Al cabo de
dicho tiempo se disminuy0 la temperatura a -78°C y se agregd una solucién de
trietilamina (0,70 mL; 5,04 mmoles) en THF seco (2 mL) y se dejé reaccionar durante 5
minutos. Transcurrido este tiempo se dej6 alcanzar la temperatura ambiente y se detuvo
la reaccion tras la adicion de 20 mL de agua destilada. Se extrajo el producto mediante
3 extracciones seguidas de 20 mL cada una con CH,Cl,. Se seco la fase organica con
sulfato de magnesio anhidro, posteriormente se filtr6 y se concentr6 a sequedad
mediante rota-evaporacion. El producto, un sélido blanco (6), fue purificado en columna
(Silica gel, 6:1 Hexano:Acetato de Etilo).
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Este compuesto (6) se obtuvo con un rendimiento de 84%. RMN *H (CDCls) ppm:
09,5 (d, J= 3,27Hz, 1H, H-22); 65,3 (m, 1H, vinilico H-6); 84,7 (m, 1H, THP H-metino);
53,9 (m, 1H, THP O-CH,); 83,5 (m, 2H, THP O-CH, y H-3a); 52,3 (m, 1H, H-20); 51,12
(d, J=6,84Hz, 3H, H-21); 50,99 (s, 3H, H-19); 50,71 (s, 3H, H-18). IR (KBr) Vma(cm™)
2941, 1724, 1258, 1131, 1033.

5.4.3 Sintesis de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (7) y 3B-
tetrahidropiraniloxi-23-piridin-3-il-col-5,22-dien (8)

/, n,

H a. LDA, THF,
LiCl, -78C

b.
Q (ﬁ\/CI:HS (j\
Z Si—CH3
O (0] N ! 1 (@) O

6 CHs

a. LDA, THF,
LiCl, -78C

H
CHy

b. I
Q N e
2 (0] (0]

0~ o 6
Figura 16. Sintesis de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (7) y 3[3-
tetrahidropiraniloxi-23-piridin-3-il-col-5,22-dien (8)

En un balén de tres bocas provisto de un embudo de adiciébn y un agitador
magnético a la temperatura de -78°C y bajo atmosfera inerte que contenia 123mg de
cloruro de litio (2,9 mmoles) se afiadieron 5 mL de THF seco y 0,9 mL (1,4 mmoles) de

n-Butil Litio en THF. Luego se afiadio gota a gota mediante el embudo de adicion 0,2



mL (1,4 mmoles) de diisopropilamina en THF, finalizada la adicién se elevd la
temperatura a 0°C y se dejé reaccionar durante 10 minutos; la temperatura fue
disminuida a -78°C y se procedi6 a afiadir la 2-(trimetilsiliimetil)-piridina (1, 240 mg, 1,4
mmoles) en THF seco, esta mezcla de reaccion fue puesta en agitacion constante por
30 minutos, seguidamente se afiadio el aldehido 6 (200 mg, 0,48 mmoles) previamente
disuelto en la minima cantidad de THF seco (2 mL), se dej6 reaccionar durante 1 hora a
la temperatura de -78°C, al cabo de este tiempo se aumenté la temperatura a -20°C y
se dejo reaccionar durante 1 hora. Seguidamente se dejé alcanzar la temperatura
ambiente y se mantuvo la reaccion por 3 horas mas. La reaccion se detuvo mediante la
adicion de 20 mL de agua destilada. El producto se extrajo con 3 porciones seguidas de
20 mL cada una con CH,Cl,. Se seco la fase organica con sulfato de magnesio anhidro,
se filtr6 y se concentrd a sequedad mediante rota-evaporacion. El producto, un sdlido

blanco (7), fue purificado en columna (Silica gel, 10:1 Hexano:Acetato de Etilo).

El compuesto 7 se obtuvo con un rendimiento de 88% (Z=60%; E=28%) Pf= 54-
56 + 2. IR (KBr) vmax(cm™) 2937, 1646, 1580, 1245, 1131, 1033. RMN'H (CDCls) ppm:
Olefina Z: 88,6 (d, 1H, H-28, J= 4,8Hz;0,9Hz); 67,6 (t, 1H, H26, J= 7,7Hz; 1,8Hz); 87,1
(d, 1H, H25, J= 7,8Hz); 67,0 (t, 1H, H27, J= 4,8Hz; 0,9Hz); 66,2 (d, 1H, H23, J=
11,8Hz), 85,6 (t, 1H, H22, J= 11,7Hz) 85,3 (m, 1H, vinilico H-6); 84,7 (m, 1H, THP H-
metino); 63,9 (m, 1H, THP O-CHy); 63,5 (m, 2H, THP O-CH, y H-3a); 83,3 (m, 1H, H-
20); 81,1 (d, J= 7,11Hz, 3H, H-21); 80,9 (s, 3H, H-19); 50,7 (s, 3H, H-18). Olefina E:
58,4 (d, 1H, H-28, J= 4,0Hz); 87,5 (t, 1H, H26, J=7,7Hz; 1,8Hz); 57,1 (d, 1H, H25, J=
7,9Hz); 87,0 (t, 1H, H27, J= 7,4Hz; 4,9Hz; 1,7Hz); 86,5 (t, 1H, H22, J= 15,7Hz), 56,3 (d,
1H, H23, J= 15,7Hz) 85,3 (m, 1H, vinilico H-6); 4,7 (m, 1H, THP H-metino); 63,9 (m,
1H, THP O-CH,); 83,5 (m, 2H, THP O-CH, y H-30); 82,3 (m, 1H, H-20); 81,1 (d, J=
6,6Hz, 3H, H-21); 80,9 (s, 3H, H-19); 80,7 (s, 3H, H-18).
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5.4.4. Hidrogenacion catalitica del compuesto (7) para la obtencién de 23-piperidin-2-il-
5-colen-3B-ol (9)

HN

,”II,,

Rd/Alimina
T=80°C, P=90psi, t= 96h

(7) 9)

HO
Figura 17. Sintesis de 23-piperidin-2-il-5-colen-33-ol

En un reactor provisto de un agitador magnético se afiadié el compuesto 7
(281mg, 0,574mmoles) disuelto en 9mL de Etanol y 0,9mL de &cido acético. La reaccion
de hidrogenacién se llevo a cabo utilizando como catalizador Rd/Alumina (28mg). El
sistema se purgd unas 6 veces con gas hidrégeno (H;) de alta pureza. Seguidamente
se coloco a la temperatura de 80T y a presion de 90psi de H, durante 96h y bajo
agitacion constante. Transcurrido este tiempo, se dejo alcanzar la temperatura ambiente
al sistema y se procedié a liberar la presion. La mezcla de reaccion fue filtrada y

concentrada. El producto obtenido se recristalizd utilizando acetonitrilo.

El compuesto (9) se obtuvo con un rendimiento de 30%. RMN *H (CDCls) ppm:
85,3 (d, 1H, vinilico H-6); 83,5 (m, 1H, 3B-OH); 83,4 (m, 1H, H-28); 52,4 (m, 2H, H-28 y
H-24); 62,3 (m, 1H, H-20); 80,98 (s, 3H, H-19); 80,92 (d, J= 3,9Hz, 3H, H-21); 80,6 (s,
3H, H-18).



6. PRESENTACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Sintesis de 2-(trimetilsiliimetil)-piridina (1) y 3-(trimetilsiliimetil)-piridina (2):

La sintesis de los compuestos (1) y (2) se llevd a cabo a través de una
sustitucion nucleofilica del tipo Sn2, con la finalidad de utilizarlos como reactivos de
partida para la sintesis de las olefinas (7) y (8), ya que son éstos compuestos los que
aportan el carbono metilénico adicional necesario para lograr la elongacién de la
cadena lateral del esterol. Durante la sintesis de estos compuestos se observé la
aparicion de un color anaranjado intenso, el cual permitié identificar la formacién del
carbanion respectivo durante la reaccion. El color observado se debe a la
deslocalizacion de la carga negativa a través de los orbitales paralelos del sistema  del

anillo de piridina.

Por otra parte, es importante sefialar que la adicion a la reaccion de un exceso
de cloruro de litio permitié estabilizar el carbanion que se forma en las picolinas,
localizando la carga del mismo y evitando que la carga negativa migre hacia el anillo
aromatico de la piridina. Esto permitié obtener buenos rendimientos en las sintesis
mencionadas; asi, del compuesto (1) se obtuvieron 4,2 g que conllevan a un
rendimiento de 50% y del compuesto (2) se obtuvieron 4,6 g que resultan en un

rendimiento del 55%.

El espectro RMN 'H (Figura 18) de la 2-(trimetilsiliimetil)-piridina (1) muestra
sefiales a campo bajo correspondientes al anillo de piridina; una sefal doblete a 8,4ppm

y una sefal triplete a 7,4ppm que integran ambas para un proton las cuales
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corresponden a los protones H-6 (J=4,8Hz) y H-4 (J=7,6; 1,8Hz) respectivamente;
luego, se observa una sefial multiplete a 6,9ppm que integra para dos protones los
cuales corresponden a los protones H-3(J=1,9Hz) y H-5 (J=7,8Hz; 4,9Hz); en 2,3ppm se
encuentra una sefial singlete que integra para dos protones correspondientes a los
protones del carbono metileno. A campo alto (0,00ppm) se presenta la sefal

correspondiente a los metilos del grupo trimetilsilano la cual integra para nueve

protones.
Hy
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Figura 18. RMN *H de la 2-(trimetilsiliimetil)-piridina (1)

A h

a5 pprn 7.50 7.45 pprn pprn 23 ppmM oo ppmM

Figura 19. Ampliacion del RMN lH de la 2-(trimetilsiliimetil)-piridina (1)
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El espectro RMN *H (Figura 20) de la 3-(trimetilsilimetil)-piridina (2) muestra las
siguientes sefiales: a campo bajo se observan las sefiales arométicas correspondientes
al anillo de piridina, alrededor de 8,2ppm una sefial multiplete que integra para dos
protones correspondientes a los protones H-6 (8,28ppm; J=4,7Hz) y H-2 (8,24ppm; J=
2Hz); estos protones se encuentran localizados en posicion orto al &tomo de nitrogeno.
A 7,0ppm se observa otra sefal multiplete que integra para un proton el cual
corresponde al proton H-5 (J= 7,4Hz; 4,8Hz) que se encuentra en posicion meta al
nitrogeno; el desplazamiento quimico del proton H-4 no se observa en el espectro, esto
se debe a que la sefial de dicho proton se encuentra bajo la sefial del solvente. En
1,9ppm se encuentra una sefial singlete que integra para dos protones los cuales
corresponden al proton del carbono metileno y finalmente se observa a 0,05ppm una
sefal singlete que integra para nueve protones equivalentes a los grupos metilos del

trimetilsilano.
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Figura 20. RMN *H de la 3-(trimetilsiliimetil)-piridina (2)
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Figura 21. Ampliacién del RMN *H de la 3-(trimetilsiliimetil)-piridina (2)

6.2 Sintesis del 33-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)

Para la sintesis del compuesto (5) se utilizo el acido 3B-hidroxi-23,24-bisnor-5-
colénico (3) como compuesto de partida, éste fue protegido, utilizando como agente
protector del grupo 3B-OH, el dihidropirano (DHP), este fue elegido por dos razones
principales: es altamente estable en medios muy basicos y facilmente removible en
medios &cidos. Luego, el grupo acido fue convertido en el alcohol mediante la reduccién
con el hidruro de Aluminio y Litio; se utilizé este agente reductor por ser el mas fuerte y
selectivo hacia los grupos funcionales como cetonas, aldehidos, amidas y &cidos

carboxilicos (ver figura 15).

Los datos espectroscopicos del alcohol se discuten a continuacion: en el
espectro de IR (Figura 22), se observa la banda ancha de absorcion caracteristica del

estiramiento del grupo OH en 3333cm™, entre 2933 2843cm™ se observa la banda



intensa de absorcién caracteristica de los estiramientos Cs,>-H, en 1642cm™ se observa
la banda caracteristica del estiramiento C=C, en 1262cm™ se observa la sefial
correspondiente a la flexién en el plano del enlace C-O, 1115cm™ se encuentra la
banda atribuida al estiramiento asimétrico C-O-C del grupo protector (éter) y en

1033cm™ la banda de absorcién caracteristica del estiramiento C-O.
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Figura 22. IR del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-ol (5)

En el espectro RMN *H (Figura 23), se pueden identificar las siguientes sefiales:
en 5,3ppm y 4,7ppm se observan dos sefiales multipletes que integran cada una para
un proton correspondientes a los protones H-6 y al proton H-1' del carbono metino
perteneciente al grupo protector (O-CH-O); en 3,9ppm se observa un multiplete que
integra para un proton perteneciente al H-5’; en 3,6ppm se observa otro multiplete que
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integra para un protén y que fue asignado a un proton H-22; seguidamente en 3,5ppm
se observa un multiplete que integra para dos protones H-3 y H-5"; en 3,3ppm se
aprecia un multiplete que integra para un proton asignado al otro proton H-22'; en
1,1ppm se observa un doblete que integra para tres protones correspondientes a los
protones H-21; luego en 1,04ppm y 0,68ppm se observan dos sefiales singletes
pertenecientes a los protones de los dos metilos angulares H-19 y H-18

respectivamente.
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Figura 23. RMN *H del 3p-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-ol (5)

El desplazamiento quimico de los protones H-5', H-5" y H-22, H-22’, exhiben
cierta variacion debido a que estos protones no son magnéticamente equivalentes, por
lo tanto su desplazamiento quimico es diferente, lo que se observa claramente en las

siguientes ampliaciones del espectro mostrado en la figura anterior.
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Figura 24. Ampliacién RMN *H del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-ol (5)
(514 - 313ppm)
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Figura 25. Ampliacién RMN *H del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-ol (5)
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Finalmente, mediante la oxidacion de Swern se obtuvo el compuesto (6), este
tipo de oxidacion fue seleccionada entre los diversos tipos de reacciones de oxidacion
gue existen, ya que esta reaccion se realiza bajo condiciones suaves, permitiendo
obtener como Unico producto el aldehido sin posterior oxidacion del mismo hacia el
acido carboxilico como ocurre con algunos agentes oxidantes como son el
permanganato de potasio (KMnQ,), Acido crémico, Dicromato de potasio (K2Cr.0O7) y
diversos complejos del trioxido de cromo en disolucion de acido sulfurico (H2SO,) y
acetona.

En el espectro de infrarrojo Figura (26), se puede observar la conversion del
grupo O-H en el grupo carbonilo, ya que no se observa la banda ancha caracteristica
del grupo O-H en 3300 cm™ aprox. y se observa la banda intensa de absorcién
perteneciente al grupo funcional C=0 en 1723 cm™. El resto de las bandas observadas
en el espectro IR del alcohol de los grupos funcionales identificados se presentan
igualmente en este espectro como son: los estiramientos Csp3-H en 2941cm™; en
1258cm™ se observa la banda de absorcion correspondiente a la flexion en el plano del
enlace C-O, 1131cm™ se observa la banda del estiramiento asimétrico C-O-C del grupo
protector y en 1033cm™ se encuentra la banda de absorcién correspondiente al
estiramiento C-O.
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Figura 26. IR del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)
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La figura (27) que se muestra a continuacién corresponde al espectro RMN *H,
donde se pueden distinguir las siguientes sefiales: a 9,5ppm se observa una sefial de
doblete que integra para un protén asignada al H-22 (J=3,27Hz) perteneciente al
aldehido. Luego en 5,3ppm se observa un multiplete que integra para un protén
correspondiente al H-6 vinilico. En 4,7ppm se observa otro multiplete que integra
también para un protén el cual fue asignado al protén H-1'; en 3,9ppm se distingue un
multiplete que integra para un proton correspondiente al proton H-5, en 3,5ppm se
observa otro multiplete que integra para dos protones pertenecientes a los protones H-
5” y H-3; hacia campo alto se distinguen las siguientes sefales, en 2,3ppm se observa
un multiplete que integra para un proton perteneciente al protbn H-20, en 1,12ppm se
muestra una sefal doblete que integra para tres protones correspondientes al proton H-
21; los metilos angulares muestran sus sefiales caracteristicas de singlete integrando
cada una para tres protones en 0,99ppm para el proton H-19 y en 0,71ppm para el

protén H-18.
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Figura 27. RMN *H del 3p-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)
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Las siguientes figuras (28 y 29) muestran las ampliaciones del espectro del 3p3-
tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al en los rangos comprendidos entre 9,6 —
23pmm y 2,0 — 0,7ppm, donde pueden observarse con un mayor detalle las

multiplicidades de las sefiales de los protones identificados en este compuesto.
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Figura 28. Ampliacién RMN *H del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)
(9,6 — 2,3ppm)
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Figura 29. Ampliacion RMN *H del 3p-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)
(2,0 -0,7ppm)
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En el espectro de *C de acuerdo al desplazamiento quimico se identificaron los

siguientes carbonos:

C C-22 C-5 C-6 c1l €3 C5 C20 C-19 C-21 C-18

o (ppm) 204,97 140,95 121,30 96,85 75,99 62,85 38,78 19,97 19,36 12,21

Tabla 1: RMN *°C del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)
(210 - 10ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 30. RMN *3C del 3p-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6)
(210 — 10ppm)
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6.3. Sintesis de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (7):

La sintesis de alquenos a partir de a-sililcarbaniones y compuestos carbonilos es
conocida como olefinacion de Peterson; esta reaccion representa una metodologia muy
efectiva ya que es posible controlar el resultado estereoquimico de la reaccién, por lo
cual la misma se considera estereoselectiva. La obtencion de un diastereocisomero en
mayor proporcion que el otro depende de las condiciones bajo las cuales se lleve a
cabo la reaccion, si la reaccidn se realiza en medio basico el isomero Z sera el producto
mayoritario mientras que si es en medio acido se obtendra como producto mayoritario el

isbmero E.

En medio basico la reaccion de eliminacion ocurre via syn, en donde la
conformacion eclipsada en el ciclo de cuatro miembros formado como intermediario en
el estado de transicion, representa la conformacion mas estable, mientras que en medio

acido la eliminacién ocurre via anti™” (Figura 31).

)
0 e . Si(CH
o Si(CH3)3 HcR2 H ( R32)3
R .
2 Si(CHa)3 H &0 \ Si(CHs)s i .
R H 1
Ry H 'R, R™ H o
syn anti

Figura 31. Proyeccion caballete y Newman de los intermediarios formados en la

reaccion de eliminacion
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La mayoria de los mecanismos estudiados para esta reaccion sugieren que esta
ocurre en dos pasos siendo el primero de ellos la formacion de un intermediario
pentacoordinado 1,2-oxasiletanuro y posteriormente la eliminacion %, La estrategia de

sintesis planteada para esta ruta sintética es el que se muestra a continuacién en la

o)
a) LDA / THF
H LiCl / -78°C
St ok
v
I~ Si
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figura 32.
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Figura 32. Mecanismo de reaccion para la obtencion de las olefinas

La siguiente figura muestra el espectro IR tomado para el producto de la
olefinacion (mezcla de diastereoisomeros); en el espectro se puede notar la ausencia
de la banda caracteristica del grupo carbonilo (C=0) alrededor de 1700 cm™ como
aparecia en el espectro anterior, esto nos indica que la reaccion tuvo lugar; ademas

puede observarse la sefial caracteristica del estiramiento C=C en 1646cm™, otra sefial



que puede identificarse es la correspondiente a la tensién C=N en 1580cm™, el resto de
las sefales que se distinguen corresponden a las observadas en espectros anteriores
como lo son en 2937cm™ la banda caracteristica del estiramiento Cs,°-H, alrededor de
1245cm™ la banda correspondiente a la flexién en el plano del enlace C-O, en 1131cm™
se observa la banda de absorcion del enlace C-O-C asimétrico del grupo protector y en

1033cm™ se observa la banda correspondiente al estiramiento C-O.

100 :
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Figura 33. IR de la mezcla de alquenos

Mediante la técnica de cromatografia en columna fue posible separar el producto
de olefinacién, es decir, obtener ambos diasteréomeros por separado. La identificacion
de los isémeros fue realizada a través de las tablas de elucidacién de estructuras™
para el desplazamiento quimico de ambas olefinas y posteriormente corroborados por
las técnicas espectroscépicas de RMN *H, **C, COSY y HMQC. De esta manera los

valores de desplazamiento quimico obtenidos tedricamente para los protones H-22 y H-
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23 en la olefina Z son 5,6ppm y 6,3ppm respectivamente y para la olefina E se obtuvo
que los valores del desplazamiento quimico son 6,1ppm para el proton H-22 y 6,3ppm

para el protén H-23.

Los datos espectroscopicos obtenidos para ambas olefinas se discute a

continuacion:

OLEFINA Z:

En el espectro RMN *H se pueden distinguir las siguientes sefiales: hacia campo
bajo se observan las sefales arométicas del anillo de piridina, en 8,6ppm se observa un
doblete que integra para un protén correspondiente al H-28, siendo este el proton que
se encuentra en posicion orto al nitrogeno, seguidamente se observa una sefal triplete
a 7,5ppm que integra para un protén que corresponde al protén H-26; a continuacion se
observa una sefial doblete en 7,1ppm asignada al proton H-25 y por udltimo en las
sefiales arométicas se observa una sefal triplete a 7,0ppm que integra para un proton
correspondiente al protén H-27. En el rango entre 6,5ppm — S5ppm se encuentran las
sefiales correspondientes a los protones olefinicos, asi, en 6,2ppm se aprecia un
doblete que integra para un proton asignado al proton H-23, luego se observa en
5,6ppm una sefal triplete que integra también para un proton correspondiente al proton
H-22; se puede observar que estos valores concuerdan con los valores teoricos
calculados mencionados anteriormente. Finalmente en 5,3ppm se observa una sefial
multiplete que integra para un proton que corresponde al proton H-6. En 4,7ppm se
observa una sefial multiplete que integra para un proton correspondiente al protén H-1'
(proton perteneciente al carbono metino del grupo protector), en 3,9ppm se observa un

segundo multiplete que integra para un proton asignado al proton H-5', entre 3,5ppm y
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3,3ppm se observan dos sefales de multipletes que integra para tres protones, la
primera de ellas fue asignada a los protones H-5" y H-3 y la segunda sefal corresponde
al H-20. Hacia campo alto se observan las sefiales correspondientes a los protones H-
21 con una sefial doblete en 1,0ppm y los protones de los metilos angulares en 0,9ppm
para el protén H-19 y 0,65ppm para el proton H-18, ambos exhibiendo una sefal

singlete.

s M UUL
81 RIEBL 81 BIAL B B RL BLR HEIE

T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 34. RMN *H de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)

Las siguientes figuras (35, 36 y 37) muestran las ampliaciones del espectro de
3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien para la olefina (Z) en los rangos
comprendidos entre 8,5 — 5,3ppm, 4,7 — 2,3ppm y 2,0 — 0,6ppm, donde se pueden
observar las multiplicidades de las sefiales de los protones identificados en este

compuesto.
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Figura 35. Ampliacién RMN *H de 3pB-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)
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Figura 36. Ampliacién RMN *H de 3p-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)
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Figura 37. Ampliacién RMN *H de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z2)

De acuerdo al desplazamiento quimico mostrado en el espectro de '°C fue

posible identificar los siguientes carbonos:

6 (ppm) C 5 (ppm) C

157,10 C-24 120,90 C-27
149,20 C-28 96,82 C-1
143,38 C-22 76,04 C-3
140,92 C-5 62,73 C-5'
135,81 C-26 34,37 C-20
125,61 C-23 20,13 C-19
123,58 C-25 19,38 c-21
121,42 C-6 12,28 C-18

Tabla 2: RMN *°C del 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)

(160 - 10ppm)
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Figura 38. RMN **C de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)
(160 — 10ppm)

La siguiente figura (39) muestra una ampliacion del espectro COSY en el rango
comprendido entre 8,9 — 6,7ppm; donde se puede observarse la correlacion existente

entre los protones correspondientes al anillo aromatico de la piridina.
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Figura 39. COSY de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)
(8,9 — 6,8ppm)

A continuacion se presenta la ampliacién del espectro COSY en el rango
comprendido entre 6,5 — 3ppm donde se muestra la correlacion de los protones

olefinicos y los del grupo protector.
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Figura 40. COSY de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)
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En la siguiente figura (41) se muestra la ampliacion del espectro COSY en el
rango entre (5,5 — 0,5ppm), en él se puede observar el acoplamiento del proton H-20

con el protén H-21, lo que permitio la asignacion inequivoca del mismo.
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Figura 41. COSY de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)
(5,5-0,5ppm)
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A continuacion se presenta el espectro HMQC de 3B-Tetrahidropiraniloxi-

23piridin-2-il-col-5,22-dien, con el cual fue posible corroborar la asignacion de los

carbonos identificados previamente.

H-23 H-22
H-20
J M ﬁ A A ppm
F 10
— F 20
:_‘ = 30
C-20 — E 40
3 (-] F 50
I @

— © o P
B E 70

E—————————{ [] ®
E 80
F 90
T ’ 100
110
| w & F120

g
C-23 130
— L
_ 140
- 3

C22 4| ¢ 150
R 160
9 é ; 23 ';3 21 :; é i (; ppm

Figura 42. HMQC de 3[3-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (Z)
(9 - 0,5ppm; 0 — 160ppm)



En todos los espectros mostrados anteriormente puede observarse el
desplazamiento quimico hacia campo bajo en 3,3ppm del proton H-20, el cual
anteriormente aparecia en el espectro del 33-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-
22-al en 2,3ppm, se observa una diferencia de Ad=lppm; esta variacion del
desplazamiento quimico puede atribuirse a la conformacion espacial adoptada por este
isomero y al importante efecto anisotropico generado por el anillo de piridina orientado

hacia el nUcleo esteroidal.

OLEFINA E:

En el espectro RMN *H (Figura 43) se pueden distinguir las siguientes sefiales:
hacia campo bajo se observan las sefiales aromaticas del anillo de piridina, en 8,5ppm
se observa un doblete que integra para un protdn correspondiente al H-28, siendo este
el protdn que se encuentra en posicion orto al nitrégeno, seguidamente se observa una
sefal triplete a 7,5ppm que integra para un proton que corresponde al proton H-26; a
continuacién se observa una sefial doblete en 7,1ppm asignada al proton H-25 y por
altimo en las sefiales arométicas se observa una sefal triplete a 7,0ppm que integra
para un proton correspondiente al proton H-27. En 6,5ppm se aprecia un triplete que
integra para un proton asignado al proton H-22, luego se observa una sefial doblete que
integra también para un proton correspondiente al proton H-23 en 6,3ppm y finalmente
en 5,3ppm se observa una sefal multiplete que integra para un protén que corresponde
al proton H-6. En 4,7ppm se observa una sefial multiplete que integra para un proton
correspondiente al protébn H-1' (protdn perteneciente al carbono metino del grupo
protector), en 3,8ppm se observa un segundo multiplete que integra para un proton
asignado al protén H-5', en 3,4ppm se observa una sefial de multiplete que integra para
dos protones, asignada a los protones H-5" y H-3. Hacia campo alto se observan las

sefales correspondientes a los protones H-20 exhibiendo una sefal multiplete que
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integra para dos protones en 2,3ppm; H-21 con una sefal doblete en 1,0ppm y los
protones de los metilos angulares en 0,9ppm para el proton H-19 y 0,65ppm para el

proton H-18, ambos mostrando una sefal singlete.
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1.0 ppm

Figura 43. RMN H de 3-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E)

En las siguientes figuras 44, 45 y 46 se muestran las ampliaciones del espectro
RMN *H de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien para la olefina (E) en los
rangos comprendidos entre 8,5 — 6,5ppm, 6,4 — 3,5ppm y 2,4 — 0,7ppm.
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Figura 44. Ampliacién RMN *H de 3B-tetrah|dropiranioni-23piridin-2-|l-col-5,22-dien (E)
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Figura 45. Ampliacién RMN *H de 3p-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E)
(6,4 — 3,5ppm)
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Figura 46. Ampliacion RMN *H de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E)
(2,4 -0,7ppm)

En el espectro *C de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E) se

pudo identificar los siguientes carbonos de acuerdo a su desplazamiento quimico:

6 (ppm) C 5 (ppm) C

156,41 C-24 121,41 C-27
149,31 C-28 96,78 C-1
141,77 C-22 75,98 C-3
140,92 C-5 62,68 C-5'
136,18 C-26 38,75 C-20
127,52 C-23 19,31 C-19
120,82 C-25 19,99 c-21
121,28 C-6 12,07 C-18

Tabla 3: RMN *°C del 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E)
(160 - 10ppm)
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Figura 47. RMN *3C de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E)
(160 — 10ppm)
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En la ampliacion del espectro COSY se muestra la correlacion de los protones
pertenecientes al anillo aromatico de la piridina en el rango comprendido entre 8,7 —

6,8ppm, lo que permitio la asignacion de cada uno de ellos.
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A continuacién se muestra la correlacién de los protones olefinicos y del grupo

protector en la ampliacion del espectro COSY en el rango entre 6,6 — 2,4ppm.
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Figura 49. COSY de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E)
(6,5 —2,5ppm)
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La siguiente figura muestra la correlacion heteronuclear a un enlace (HMQC) de
3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E):

H-26 H-22 H-23
Jj\k M M ppm
~118
~120

C-25 —

C-27 L 122
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C-23 — e
~130
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~134

c26 —— QIO 136
—138
~140

C-22 j @D 142
~144

79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 6.2 ppm
Figura 50. HMQC de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (E)
(7,9 - 6,1ppm; 116 — 144ppm)
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6.4. Sintesis de 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-3-il-col-5,22-dien (8):

La reaccion de la 3-(trimetilsilimetil)-piridina (2) con el 3B-tetrahidropiraniloxi-
23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6) para generar el 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-3-il-col-
5,22-dien (8) a través de la olefinacion de Peterson no tuvo lugar a pesar de que las
condiciones de reaccion utilizadas fueron exactamente las mismas para la formacion del
compuesto (7), no obstante, se obtuvo una epimerizacion del 33-tetrahidropiraniloxi-
23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6).

Al observar que no se obtenia el producto (8) se procedid a cambiar las
condiciones de reaccion, variando el numero de equivalentes de los reactantes,
modificando las condiciones de temperatura, asi como los tiempos de reaccion de los
intermediarios sin obtener cambio alguno. Esto condujo a profundizar en los
intermediarios formados durante la reaccion; de esta manera se observa que el primer
intermediario que se genera es el carbanion de la 3-(trimetilsilimetil)-piridina con la base

LDA, donde las estructuras de resonancia son las que se muestran a continuacion:
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Figura 51. Estructuras de resonancia del carbanion formado de la 3-(trimetilsiliimetil)-

A\ 7

piridina
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Al comparar dichas estructuras con las generadas por el carbanion de la 2-
(trimetilsiliimetil)-piridina (Figura 52) se puede observar que ambos carbaniones poseen
el mismo numero de estructuras resonantes, siendo las del carbanion (2-
(trimetilsililmetil)-piridina) las mas estables, debido a que el par de electrones se
encuentra sobre el atomo de nitrégeno estabilizando la deslocalizacién de la carga

negativa.
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Figura 52. Estructuras de resonancia del carbanion formado de la 2-(trimetilsiliimetil)-

piridina

Establecer el caracter béasico y/o nucleofilico tanto de la 2-(trimetilsiliimetil)-
piridina como de la 3-(trimetilsiliimetil)-piridina, resulta muy dificil, sin embargo de
acuerdo a los resultados obtenidos experimentalmente en el caso de la olefinacion con
el carbanion de la 3-(trimetilsiliimetil)-piridina, se presume que el carbanion formado
prefiere reaccionar como una base, en lugar de actuar como nucledfilo, al producir la

epimerizacion del aldehido 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6).



Esta hipotesis puede estar soportada por los resultados obtenidos por Corredor
2] en su tesis de grado donde realiz6 la olefinacién de Peterson sobre el compuesto
5a-pregnan-33-ol-20-ona (pregnanolona comercial) y tres analogos de la trimetilsilimetil-
piridina. La reactividad mostrada por los carbaniones de estos tres compuestos frente a
la cetona, fue decreciendo drasticamente a medida que el grupo alquilo se aleja del
atomo de nitrogeno. Esta apreciacion se ve sustentada por los porcentajes del
rendimiento obtenidos en la reaccion de olefinacion {2-TMSPI (93%); 3-TMSPI (55%) y
4-TMSPI (30%)}.

A pesar de que estos resultados fueron obtenidos utilizando como compuesto de
partida la 5a-pregnan-3p-ol-20-ona; éstos podrian relacionarse con los resultados
obtenidos en la reaccion llevada a cabo con el aldehido, puesto que el protén (H-20) en
el aldehido es mas acido (pka 017) que el proton a de la cetona el cual que posee un
pKa J19.

En el siguiente espectro RMN H (figuras 53, 54 y 55) se pueden observar las
sefales del compuesto (6) y la epimerizacion del mismo. De esta manera, se distingue
hacia campo bajo en 9,5ppm una sefal que corresponde al proton H-22 (J= 3,27Hz;
J=5,04Hz), se puede notar que esta sefial se muestra como un doblete de doblete,
como consecuencia de la epimerizacion del compuesto (6). En 5,3ppm se observa una
sefial multiplete asignada al protdn H-6; en 3,5ppm se distingue otra sefial multiplete
atribuida al proton H-3. Hacia campo alto en el rango comprendido entre 1,1ppm y 1,0
ppm se observan dos dobletes consecuencia de la epimerizacion correspondientes a
los protones H-21 (J=6,84Hz; 6,84Hz); en 0,9ppm y 0,67ppm se aprecian las sefales

singletes correspondientes a los metilos angulares.
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Figura 53. RMN *H de 3p-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (Epimero)

T
ppm

A continuacion en la figura 54 se muestra la ampliacién del espectro anterior
donde puede observarse con mayor detalle la sefial que se muestra como doblete de
doblete en 9,5ppm correspondiente al H-22, asi como el resto de las sefales obtenidas

de dicho compuesto.
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Figura 54. Ampliaciéon RMN *H de 3[3-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-a|
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Figura 55. Ampliacién RMN *H de 3p-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al
(Epimero)
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6.5. Hidrogenacion catalitica del compuesto (7) para la obtencion de 23-piperidin-2-il-5-
colen-33-ol (9)

En este Ultimo paso de sintesis se procedié a hidrogenar el compuesto (7)
empleando para ello como catalizador Rh/Al,O3. Se escogié este reactivo ya que es el
catalizador por excelencia para la hidrogenacion de anillos aromaticos bajo condiciones

suaves; sumado a ello la adicion de acido acético a la reaccion promueve la reduccién
[20]

El bajo rendimiento obtenido en este paso de sintesis, se debe principalmente a

la obtencion de productos secundarios parcialmente hidrogenados.

Las siguientes figuras (56-57) muestran el espectro RMN *H y su ampliacion,
donde se pueden identificar las siguientes sefiales: en 5,3ppm se distingue una sefal
doblete que integra para un protén asignado al proton H-6; en el rango comprendido
entre 3,5ppm y 3,4 ppm se observan dos sefiales multipletes que integran cada una
para un proton correspondientes a los protones 3B-OH (3,5ppm) y H-28 (3,4ppm)
perteneciente al anillo de piperidina. Seguidamente en 2,8ppm se distingue otra sefial
multiplete con una integral para dos protones que fueron asignados a los protones H-24
y H-28; en 2,2ppm se observa una sefial multiplete que integra para dos protones
correspondiendo uno de ellos al proton H-20; hacia campo alto se pueden distinguir las
sefales correspondientes a los metilos angulares en 0,98ppm para el proton H-19 y en
0,64ppm para el proton H-18. En 0,95 se observa una sefial doblete que integra para un
protén asignado al protén H-21.
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Figura 56. RMN *H de 23-piperidin-2-il-5-colen-3B-ol (9)
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Figura 57. Ampliacién RMN *H de 23-piperidin-2-il-5-colen-3B-ol (9)
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En el espectro *C de 23-piperidin-2-il-5-colen-3B-ol (9) se pudo identificar los

siguientes carbonos de acuerdo a su desplazamiento quimico:

C C-5 C-6 C-3 C-24 (C-28 (C-20 C-19 C-21 C-18
O (ppm) 140,75 121,63 71,72 57,55 44,85 39,73 19,37 18,81 12,12
Tabla 4: RMN *°C 23-piperidin-2-il-5-colen-3p-ol (9)
(240 - 10ppm)

" o
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Figura 58. RMN *3C de 23-piperidin-2-il-5-colen-3p-ol (9)




En las siguiente figura (59) se presenta una ampliacién del espectro COSY en el
rango comprendido entre 5,5 — 0,5ppm, donde se puede observar la correlacién de los
protones H-6, H-3 y H-28.

H-24
H-6 H-3 H-28 H-28
JL LA /\ ppm

T T T T T T T T T T T
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 59. COSY de 23-piperidin-2-il-5-colen-33-ol (9) (5,5 — 0,5ppm)
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A continuacion se muestra el espectro HMQC de 23-piperidin-2-il-5-colen-33-ol

(9), con el cual fue posible comprobar la asignacion de los carbonos identificados

H-24
H-3H-28 |08
AN AN ppm

anteriormente.

- 10
L 20
F 30
F 40
© F 50
-]
F 60
- 70
©

- 80
L 90
100
110
120

T T T T T T T T T
45 40 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 ppm

Figura 60. HMQC de 23-piperidin-2-il-5-colen-38-ol (9) (5,5 — 0,5ppm)
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7. CONCLUSIONES

Se sintetiz6 la 2-(trimetilsiliimetil)-piridina (1) y 3-(trimetilsililmetil)-piridina (2) con

rendimientos entre 50-60%.

La sintesis del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al (6) se obtuvo
con un rendimiento de 84%.

La sintesis del 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-2-il-col-5,22-dien (7) se obtuvo con
un rendimiento de 88% (Z= 60%, E=28%).

No se obtuvo el 3B-tetrahidropiraniloxi-23piridin-3-il-col-5,22-dien (8) debido a la

epimerizacion del 3B-tetrahidropiraniloxi-23,24-bisnorcol-5-en-22-al.

La hidrogenacién del compuesto (7) para la obtencion del 23-piperidin-2-il-5-

colen-3[3-ol (9) produjo un rendimiento de 30%
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