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Del extracto metanol-acetona (1:1) de la esponja marina Axinyssa ambrosia recolectada en el
Caribe colombiano, se aislé e identificé una mezcla de 5o,8c-epidioxiesteroles con actividad
citot6xica contra varias lineas de células cancerosas. Entre los epidioxiesteroles identificados sobresale
por su concentracion el 5a.8c-epidioxi-(24R)-metilcolesta—6,22-dien-3B-ol 6, seguido por el Sa.80-
epidioxi-[(24R)+(24S)]-etilcolesta—6,22-dien-3B-0l 7, 5a,80-epidioxi-(22E,248)-metilcolesta—
6.22,25(27)-trien-3B-ol 2, 50.,80-epidioxi-colesta-6,22-dien-3p-ol 3, So..8a-epidioxi-(22E,248)-
metilcolesta—6,9(11),22-trien-3B-ol 4 y el 5o, 80-epidioxi-(22E,248)-etilcolesta~6,22,25(27)-trien-
3B-ol 5. Es importante anotar que esta es la primera vez en la naturaleza que se aisla e identifica al
50.,8c-epidioxi-(22E,248)-etilcolesta—6,22,25(27)-trien-3B-o0l 5, ambrosinosterol, como compuesto
de origen natural. Su estructura fue determinada por métodos espectroscopicos (IR, EM y RMN) y
por sintesis de compuestos andlogos. También se reportan por primera vez los datos espectrosc6picos
para el compuesto sintético (22E,24R)-etilcolesta—5,22,25-trien-3f-0l 8.
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Abstract

The metanol-acetone (1:1) extract of the marine sponge Axinyssa ambrosia collected along the
Colombian Caribbean coasts afforded a mixture of Sot,80t-epidioxysterols, which showed cytotox-
icity against cancer cells. Among the isolated and identified compounds the 50, 8a-epidioxi-(24R)-
methylcholesta-6,22-dien-3B-ol 6 was found as the major constituent followed by 5o, 8c-epidioxy-
[(24R)+(24S)]-ethylcholesta—é.22-dicn-3[3-01 7, 5a.,8a-epidioxy-(22E,248S)-methylcholesta—
6.22,25(27)-trien-3B-ol 2, 50t,80t-epidioxy-cholesta—6,22-dien-3B-ol 3, S, 8at-epidioxy-(22E,248)-
methylcholesta—6,9(11),22)-trien-3B-o0l 4 and 50.,8a-epidioxy-(22E,24S)-ethylcholesta—6,22,25(27)-
trien-3B-ol 5. The structures of compounds 1-7 were established by spectral methods (IR, MS and
NMR). The absolute stereochemistry at C-24 of the epidioxy 5 was determined by comparing its
spectral data with synthetic analogs. This is the first time that compound 5, ambrosinosterol, is
found in nature. Moreover, the unpublished spectral data for the synthetic compound (22E,24R)-
ethylcholesta-5,22,25-trien-3B-ol 8 are also reported.

Key words: Bioactive metabolites, Cytotoxicity, Steroids, Epidioxysterols, Marine

sponges, Axynissa.

Introduccion

Durante las dos iltimas décadas epidioxiesteroles, mas
comunmente endoperéxidos 5¢.,80- con diferentes cadenas
laterales han sido frecuentemente aislados de fuentes ma-
rinas como esponjas, tunicados, corales, anémonas, orejas
de mar, algas y de fuentes terrestres como liquenes y
hongos (Castel, 1992; Castel 1999; Yaoita et al, 1998).
Esta clase de compuestos ha mostrado interesantes
actividades biolGgicas, por ejemplo antitumoral contra
lineas celulares de cdncer de seno y sarcoma, inhibidor de
inflamacién y promocién de tumores en piel de ratones,
inmunosupresiva, antiviral contra el virus de la influenza,
efecto estimulante de la germinacién y crecimiento de
plantas, etc. (Castel, 1992; Castel, 1999). Estudios
recientes han mostrado que a los epidioxiesteroles puede
atribuirseles también un importante papel como
anticolonizadores en esponjas marinas (Tomono ef al.,
1998; Sera et al., 1999),

Durante nuestros continuos estudios en biisqueda de
metabolitos marinos bioactivos (Martinez et al., 1995;
Martinez et al., 1997; Duque, 1998), recientemente,
nosotros encontramos que el extracto en metanol/acetona
(1:1) de la esponja Axinyssa ambrosia mostré actividad
citotéxica significativa contra lineas tumorales P-388
(linfoma de ratones), A-549 (carcinoma de sangre humana),
HT-29 (carcinoma de colon humano). Este hecho nos
impulsé a examinar la composicién quimica de esta
esponja. Asi, el presente trabajo describe el aislamiento y
caracterizacién de los epidioxiesteroles 1-7, aislados e
identificados de la esponja marina A. ambrosia recolectada
en la Costa Caribe Colombiana, como responsables de la
actividad citotéxica mostrada por el extracto crudo de la

esponja. Hasta nuestro conocimiento, esta es la primera
vez que se reporta en la naturaleza el aislamiento del
epidoxi 5 cuya estructura fue determinada como 5o,80-
epidioxi-(22E,248)-etilcolesta-6,22,25(27)-trien-3p-ol
(ambrosinosterol).

Resultados y Discusion

Del fraccionamiento por cromatografia instantdnea del
extracto MeOH/acetona (1:1) de la esponja A. ambrosia,
se obtuvo una subfraccién con actividad citot6xica al eluir
con benceno/AcOEt (10:2). Esta subfraccién al ser
examinada por cromatografia en capa delgada (CCD)
mostré una mancha con Rf = 0.12, la cual después de ser
aislada utilizando CC en silica gel (eluente benceno/
AcOEt, 5:3) y analizada por espectrometria de masas
mostré ser una mezcla compleja de epidioxiesteroles. Esta
mezcla fue separada por cromatografia liquida de alta
eficiencia (CLAE) preparativa como se describe en la
seccién de Materiales y Métodos hasta obtener 7
compuestos puros.

La tabla 1 muestra los epidioxiesteroles identificados,
su concentracién en la mezcla (expresada en % relativo) y
las técnicas espectroscdépicas empleadas en su iden-
tificacién. El andlisis cuantitativo fue hecho usando la
técnica de la normalizacién de las dreas. Como puede verse
en la Tabla 1, los epidioxiesteroles identificados son todos
Sa,Sé-epidioxi, de ellos el 93.5% en peso tienen niicleo
A® y solo el 5.5% presentaron niicleo A**'V, En cuanto a
las cadenas laterales la mayoria de ellos presentd
estructuras convencionales a excepcién de los epidioxi 2
y 5 los cuales mostraron insaturacién entre el C-25 y el
C-27, la cual es muy rara en la naturaleza. Entre los
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compuestos identificados sobresalen por su concentracién
el 5a,8a-epidioxi-(24R)-metilcolesta—6,22-dien-3B-o0l 6
y el 5a,8a-epidioxi-[(24R)+(248)]-etilcolesta—6,22-dien-
3B-ol 7, seguidos por el 5o,8a-epidioxi-(22E,248)-
metilcolesta—6,22,25(27)-trien-3B-0l 2 y el 50,8c-
epidioxi-colesta-6,22-dien-3B-0l 3. A nivel de
compuestos minoritarios se encontraron el 5o,8a-
epidioxi-(22E,24&)-metilcolesta—6,9(11),22)-trien-3B-ol 4
y el 50,8a-epidioxi-(22E,248S)-etilcolesta—6,22,25(27)-
trien-3B-o0l 5. Es importante anotar que esta es la primera
vez en la naturaleza que se aisla e identifica al 5a,80-
epidioxi-(22E,248)-etilcolesta—6,22,25(27)-trien-3B-ol,

ambrosinosterol (Figura 1), como compuesto de origen
natural. A continuacién se describe en detalle como se
hizo su identificacién.

Ambrosinosterol (epidioxi 5) fue obtenido en muy
pequefia cantidad (aprox.l mg) como un polvo blanco
amorfo. Su espectro IR mostré una absorcion fuerte a 3398
cm’! debida al grupo hidroxilo y bandas en 1075, 1043, 1026,
965, 754 cm™ atribuibles al grupo peroxi. Otras bandas que
aparecen en el espectro IR y que vale 1a pena mencionar, son
aquellas en 2956, 1456, 1373 y 1647 cm' caracteristicas de
la presencia de grupos alifdticos y de insaturacién.

Figura 1. 50,8c-Epidioxi-(22E,248)-etilcolesta—6,22,25(27)-trien-3B-0l 5, (ambrosinosterol), nuevo compuesto citotéxico aislado de la
esponja marina Axinyssa ambrosia y sus homdlogos sintéticos (22E,24R)-etilcolesta—5,22,25-trien-3p-ol 8 y (22E,248)-etilcolesta-5,22,25-
trien-33-ol 9.
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Tabla 1. 5a,8a-Epidioxiesteroles aislados de la esponja marina Axinyssa ambrosia.

No M Niucleo Cadena lateral % relativo Identificado por
1 412 A CgHy7 con una t EM
insaturacién
) 426 B 7.1 IR, EM, RMN-'H,

RMN-*C

8.2 IR, EM, RMN-'H,
RMN-"C

jjw
T\/\r
4 426 A M 5.5 IR, EM, RMN-'H
f/
\ T
ji\/\(
1”\/((

3 414 B

3.0 IR, EM, RMN-'H,
RMN-C,'H-'H
COSY, sintesis de
analogos

5 440 B

61.0 IR, EM, RMN-'H,
RMN-*C,  DEPT,
HMQC, HMBC

6 428 B

142 IR, EM, RMN-'H,
RMN-C

7 442 B

tr = menor del 1 %

R
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El espectro de masas de alta resolucién FAB indicé
una formula molecular de C, ;H, O, para MH* y el espectro
de masas en impacto electrénico mostré un ién molecular
en m/z 440 de baja intensidad, concordante con la férmula
C,,H,,0, para M" y los fragmentos tipicos para 5o.80-
epidioxiesteroles (Gunatilaka ef al., 1981): m/z 408 (M-
0,), 422 (M-H,0), 390 (M-0,- H,0), 375 (M-O,-H,0-CH,).
El nicleo esteroidal A® pudo ser deducido debido a la
presencia del i6n m/z 349 (M-O,-CH,CH,CH,OH) y del
i6n m/z 253 (M-O,-cadena lateral-H,0) de mayor
intensidad que el i6n ‘m/z 251 (Gunatllaka etal., 1981).
La cadena lateral del epidioxi 5 fue calculada como C, H ,
a partir del ién m/z 271 (M-O,-cadena lateral).

Los datos de RMN-'H (Tabla 2) para el compuesto 5§
confirmaron una estructura de 5o,8a-epidioxiesterol con
doble enlace en el C-6, por ejemplo, sefiales dobletes en &
6.50 y 6.24 para los protones del C-6 y del C-7,
respectivamente, con una J = 8.5 Hz indicando
estereoquimica Z; sefiales singletes anchos en 8 0.88 para
el CH,-19 y en 8 0.82 para el CH,-18 y una sefial heptete
para un proton oximetino axial en & 3.96 (H-3),
(Gunatilaka et al., 1981). También se observaron en el
espectro una sefial doblete en & 1.00 atribuible al CH,-21
cuando hay insaturacién en el C-22 (Duque ef al., !983)
un singlete en & 1.65 que integra para tres protones
(presumible un CH, sobre un doble enlace), dos singletes
anchos integrando cada uno para un hidrégeno en & 4.69
y 4.71 indicando la presencia de un doble enlace metileno
terminal (el '"H-'"H COSY mostré que estos dos hidrégenos
acoplan entre si y con la sefial metilo en 6 1.65,
demostrando asi la presencia de la subunidad
isopropilideno en este compuesto) y una sefial multiplete
para 2H en & 5.19 indicando la presencia de otro doble
enlace. Experimentos de doble resonancia irradiando el
H-20en 8 2.04 (asignacién hecha por 'H-'H COSY) y el H-
24 en § 2.42, permitieron simplificar las sefiales multipletes
en 8 5.23 y 5.19 y calcular una J = 15.2 Hz, para los
protones olefinicos del C-22 y C-23, permitiendo deducir
una geometria E para este doble enlace. Finalmente, se
observé también un triplete en & 0.82 correlacionando en
el espectro 'H-'H COSY con un metileno en 8 1.34-1.50
mostrando también la presencia de un grupo etilo
adicional en la cadena. El espectro de RMN-*C (Tabla 2)
mostré sefiales para 29 dtomos de carbono. La presencia
de un grupo peroxi en el compuesto 5 fue confirmada por
las sefiales en 8 82.16 y 79.40 de los carbones cuaternarios
C-5 y C-8, respectivamente, los cuales sostienen el
oxigeno del grupo peroxi y por las seiiales de metinos
olefinicos en 8 135.44 parael C-6 y en 8 130.73 parael C-
7 (Iguchi et al., 1993). Adicionalmente, las sefiales de

carbonos olefinicos en & 136.52 y 130.65 confirmaron el
doble enlace en el C-22 y las sefiales en 8 148.43 y 109.66
la presencia de un metileno terminal. Todos estos datos
espectroscépicos y el andlisis arriba presentado
permitieron concluir una estructura de A®-5a,8a-
epidioxiesterol con una cadena lateral de 10 dtomos de
carbono, insaturada en el C-22 y con un grupo etilo y un
grupo isopropilideno como sustituyentes, cuyo tnico
arreglo posible, de acuerdo a la formula de la cadena late-
ral C H , (deducida del espectro de masas), es estar los
dos unidos al C-24. De esta suerte, la estructura del
compuesto 5 pudo asignarse como 5o,8a-epidioxi-
(22E,24&)-etilcolestaf6,22,25(27)—trien—3B—o].

Debido a la pequefia cantidad de compuesto 5 aislado
(menor de 1 mg), la asignacién de las sefiales en RMN no
pudo ser hecha utilizando las técnicas bidimensionales
usuales de HMBC y HMQC. Asi, las sefiales de RMN para
los carbonos e hidrégenos del ndcleo fueron asignadas
por comparacién de nuestros datos con los presentados
por Iguchi et al. (1993) y por Kim et al. (1997) para
epidioxiesteroles con nicleo A%-50,8a y las corres-
pondientes a la cadena lateral por comparacién de nuestros
datos con las sefiales de los compuestos andlogos 8 y 9
(esteroisoméricos en ¢l C-24), sintetizados por nosotros
para este trabajo (Figura 1, Tabla 2), como se menciona en
la seccién de Materiales y Métodos. Los resultados de
esta comparacién permitieron establecer que los
desplazamientos de los carbonos de la cadena lateral del
compuesto sintético 9, con una estereoquimica 248,
particularmente aquellos para C-24 a C-29, concuerdan
muy bien con los mostrados por ambrosinosterol. De esta
forma pudo asignarse la estructura de 5c,8c-epidioxi-
(22E.248)-etilcolesta—6,22,25(27)-trien-3B-ol, para el
compuesto 5 (ambrosinosterol). La tabla 2 muestra la
asignacién de todas las sefiales para los hidr6genos y los
carbonos de este nuevo epidioxiesterol.

Los ensayos de actividad blologlca realizados contra
las células cancerigenas (P- ?88 A-549, HT-29) para la
mezcla de epidioxiesteroles 'y para algunos de los
componentes mayoritarios incluyendo el compuesto 5,
mostraron buenos resultados de toxicidad (CI,,de 2.5, 5.0,
5.0 ppm para la mezcla y de 2.5, 2.5, 2.5 ppm para los
espidoxiesteroles mencionados). De acuerdo a estos
resultados y a los encontrados por otros investigadores
para compuestos de estructura quimica similar, podemos
prever la importancia de estos epidioxiesteroles en futuras
aplicaciones en el drea de la salud. La abundante
existenria de los epidioxiesteroles en varios organismos
terrestres y marinos confirma una vez mas su importancia
en la naturaleza.
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Tabla 2. Datos de RMN para el epidioxiesterol 5, y sus andlogos sintéticos 8 y 9 (3 en CDCIL,, 400 y 125 MHz)

5 8 9
Posicién B ‘ 8¢ b 8¢

1 34.71 37.24 ’ 37.24
2 30.14 31.65 31,63
3 3.96 (1H, m) 66.48 71.79 71.78
4 36,95 42.26 4223
5 82.16 140.74 140.74
6 6.24 (1H, d, J=8.5 Hz) 135.44 121.68 121.67
7 6.50 (1H, d, J=8.5 Hz) 130.73 31.87 31.87
8 79.40 31.87 31.87
9 51.11 50.13 50.13
10 36.95 36.50 36.50
11 ' 23.40 21.05 21.04
12 39.36 39,65 39.65
13 44.58 4229 42.28
14 51.70 56.80 56.82
15 20.68 24.29 24.30
16 28.79 28.53 28,69
17 56.10 56.01 55.85
18 0.82 (3H, s) 12.86 12.04 12.04
19 0.88 (3H, s) 18.17 19.39 19.38
20 2.04 (1H, m) 39.72 40.11 40.17
21 1.00 (3H, d, I=6.4Hz) 20.72 20.85 20.78
22 5.23 (1H, dd, J=15.2, 7.3 Hz) 136.52 137.32 137.18
23 5.19 (1H, dd, J=15.2, 6.4 Hz) 130.65 129.93 130.01
24 242 (1H, q, J=6.4 Hz) 51.96 51.86 51.97
25 148.43 148.58 148.60
26 1.65 (3H, 5) 20.21 2028 2020
27 4,69, 4.71 (2H, br s) 109.66 109.44 109.50
28 1.34-1.50 (2H, m) 25.70 25.64 25.68
) 0.83 (3H, t, 1=7.3 Hz) 12.13 12.04 12.13
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Materiales y Métodos
General

Los puntos de fusion se obtuvieron en el fusiémetro
Fisher-Johns. Los espectros de IR fueron registrados en
un espectrofotémetro Perkin Elmer FT-IR Poragon 500.
Los espectros de RMN-'H y "*C fueron obtenidos en CDCl,
en los equipos Bruker DRX-600 y Jeol INM-GSX500
usando TMS como estdndar interno. Los espectros de masas
(IE, 70 Ev) se obtuvieron por entrada directa en un equipo
Shimadzu modelo QP-5050 A y para la espectrometria de
masas FAB de alta resolucién se usé un equipo JEOL IMS-
AXS505H. La cromatografia liquida de alta eficiencia fue
hecha utilizando un cromatégrafo Merck-Hitachi L-6000
A, equipado con un detector UV-visible L-4250. Las
columnas empleadas fueron Lichrochart RP-18 (125 x 4
mm d.i., 5 pm) y Ultrasphere ODS (75 x 4.6 mm d.i., 3 pm).
Como eluyentes usaron mezclas de MeOH-H,O, en
proporeidn 95:5 con flujo 0.7 ml/min, MeOH-H,0, 86:14
con flujo 1.2ml/min y CH,CN-H,0, 85:15 con flujo 0.5
ml/min. Para cromatografia en columna tradicional se usé
silica gel (0.063-0.200 mm/70-230 mesh ASTM). Para la
cromatografia en capa delgada se usaron cromatoplacas
de aluminio, Silica gel 60 F,, La visualizacién de los
compuestos en CCD fue realizada por medio de aspersién
de las placas con una solucién de dcido fosfomolibdico al
20% en etanol con posterior calentamiento a 110°C.

Material biolégico

La esponja Axinyssa ambrosia (algunos individuos,
1.5 kg, peso hiimedo) fue recolectada por SCUBA en la
bahia de Santa Marta (Colombia) a una profundidad de
20-26 metros, luego fue congelada y guardada antes de
ser usada. Muestras de referencia de dicha esponja se
encuentran depositadas en el Instituto de Ciencias Natu-
rales-Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional de Colombia (Bogotd) [ICN-MHN(Po) 0173] y
en las colecciones del Instituto de Investigaciones Mari-
nas y Costeras-INVEMAR en Santa Marta (INV.POR 0522).

Extraccion y purificacién

La esponja congelada fue cortada en trozos pequefios y
sometida a una extraccién con metanol/acetona (1:1) a
temperatura ambiente durante 24 horas. El extracto fue
concentrado y el residuo obtenido se fraccioné por
cromatograffa bajo vacio sobre silica gel eluyendo en
gradiente discontinuo con 250 ml de cada uno de los
siguientes solventes: hexano, hexano/acetato de etilo
(11:1), hexano/acetato de etilo (5:3) y metanol. La fraccion

eluida con hexano/acetato de etilo 5:3 fue sometida a
fraccionamiento por CC repetitiva sobre silica gel usando
como eluente hexano/acetato de etilo (5:3) hasta obtener
230 mg de la mezcla de epidioxiesteroles. La separacién
de esta mezcla se hizo por CLAE preparativa en fase reversa
con una columna Lichrochart RP-18 (125 x 4 mm d.i., 5
pm) y MeOH/H O 95:5 a un flujo 0.7 ml/min como eluyente,
dando como resultado los compuestos puros 1 (menos de 1
mg), 6 (80 mg)y 7 (19 mg). La fraccién eluida en el intervalo
entre 8 y 10 minutos fue recolectada y sometida nuevamente
a CLAE preparativa, pero esta vez en una columna
Ultrasphere ODS (75 x 4.6 mm d.i., 3 pm) usando MeOH/
H.,O, 86:14, a un flujo de 1.2 ml/min hasta obtener los
cdmpuestos puros 2 (8 mg) y 5 (menos de 1 mg). De mancra
similar a lo mencionado anteriormente la fraccién eluida
en el intervalo de tiempo entre 16 a 18 minutos fue
recolectada y finalmente sometida a una nueva separacion
en una columna Ultrasphere ODS (75 x 4.6 mm d.i., 3 um)
usando CH,CN/H,O 85:15 a un flujo de 0.5 ml/min hasta
obtener los compuestos puros 3 (11 mg) y 4 (7 mg).

Sintesis del (22E,24R)-etilcolesta—5,22,25-trien-3(3-ol
(8): Al compuesto conocido (22E,24R)-6B-metoxi-3c,5-
cicloestigma-22-en-26-0l (597 mg, 1.35 mmoles) (Fujimoto
etal., 1984) disuelto en THF (16 ml) se le afadieron cloruro
de 2-nitrofenilselenilo (1.52 g, 6.72 nmoles) y n-Bu,P (1.67
ml, 6.72 nmoles). La mezcla se agité durante una hora y
media a temperatura ambiente y luego se adicionaron 30
ml de H,O, al 30%, se continué con la agitacién por una
hora mas. La mezcla de reaccion fue extraida con acetato
de etilo y el producto crudo de reaccién fue purificado por
CC scbre silica gel usando como eluyente hexano/acetato
de etilo (30:1) para dar 515 mg del exometileno puro. Este
tltimo compuesto fue sometido a reflujo durante tres horas
disuelto en dioxano/agua (4:1, 18 ml) conteniendo una
cantidad catalitica del p-TsOH.H,O (aprox. 0.5 mg). La
mezcla de reaccién fue extraida con éter etilico y luego
sometida a cristalizacién en metanol, hasta obtener el
compuesto puro (22E,24R)-etilcolesta-5,22,25-trien-3B-ol,
cuyos datos espectroscdpicos se muestran mds adelante.

Sintesis del (22E,248)-etilcolesta—5,22,25-trien-3[3-
ol (9): Para obtener este compuesto se siguié el mismo
procedimiento anterior pero usando como material de
partida el (22E,248)-6B-metoxi-3a,5-cicloestigma-22-en-
26-ol (Fujimoto et al., 1984). Los datos espectroscopicos
para este esteroisémero, el 24S, se muestran mas adelante.
Este esterol también fue aislado de las raices de Ajuga
reptans var. atropurpurea (Yagi et al., 1996).

50,80-Epidioxi-(22E,24S)-metilcolesta—6,22,25(27)-
trien-3(3-ol (2): cristales blancos; p.f.114-116°C. IR (KBr)
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Yow 3398, 2055, 1644, 1457, 1374, 1074, 1043, 1026,
968, 888 cm™'; RMN-'H (500 MHz, CDCI,) 8 0.82 (3H, s,
H,-18), 089(3H s, H;-19), 1.00 (3H, d, J=8.2 Hz, H,-21),
lOS(?H d, J=8.5Hz, H -28), 1.67 (3H, s, H,-27), 271(1H
q, J=8.6 Hz, H-24), 3‘97(IH m, H-3), 470(2H br s, H-
26),5.22 (1H, m, H-22), 5.26 (1H, m, H-23), 6.25 (1H, d,
I=10.35 Hz, H-6), 6.50 (1H, d, J=10.65 Hz, H-7); RMN-3C
(125 MHz, CDCL.) 8 34.66 (C-1), 30.09 (C-2), 66.45 (C-
3),36.93 (C-4), 82.14 (C-5), 135.41 (C-6), 130.69 (C-7),
79.39 (C-8),51.03 (C-9),36.89 (C-10), 20.61 (C-11), 39.30
(C-12), 44.55 (C-13), 51.64 (C-14), 23.37 (C-15), 28.63
(C-16), 56.10 (C-17), 12.84 (C-18), 18.16 (C-19), 39.57
(C-20),20.61(C-21), 135.31 (C-22), 131.86 (C-23), 43.57
(C-24), 149.71 (C-25), 108.85 (C-26), C-277, 18.81 (C-
28); EM (70 eV) m/z (int. rel.) 426 (M", C,H,,0,,9), 408
(M*-H,0, 2), 394 (M*-0,, 61), 361 (M*-0,-H,0-CH 529);
335 (M*- 0,-C,H,0,17),271 (M*-0, -cadena lateral- 2H 6),
253 (M- O H O-cadena lateral, 14), 211 (fisi6n del anillo
D-2H-H O 11),81 (100).

50,8c-Epidioxi-colesta—6,22-dien-3[-ol (3): sélido
blanco de p.f. 126-128 °C; IR (KBr) Y, 3386,2953, 1645,
1459, 1378, 1076, 1044, 1027, 968 cm™'; RMN-'H (600
MHz, CDCl,) 5 0.81 (3H, s, H,-18), OS5('§H d, J=6.6 Hz,
H-26), OSS(%H d, J=6.6 Hz, H-27), 0.88 (3H, s, H,-19),
0.99 (3H.d, J=6.6 Hz, H-21),3.96 (1H, m, H-3), 5. ]8(1H
dd, J=8.4, 15 Hz, H-22), 5.28 (1H, dt, J=7.2, 15 Hz, H-23),
6.24 (1H, d, J=8.4 Hz, H-6), 6.50 (1H, d, I1=8.4Hz, H-7);
RMN-"C (150 MHz, CDCl.) 8 34.63 (C-1), 30.03 (C-2),
66.40 (C-3),36.92 (C-4), 82.14 (C-5), 135.38 (C-6), 130.72
(C-7),79.4 (C-8),51.02 (C-9), 36.87 (C-10), 20.63 (C-11),
39.27 (C-12), 44.52 (C-13), 51.64 (C-14), 22.25 (C-15),
28.50 (C-16), 56.03 (C-17), 12.81 (C-18), 18.15 (C-19),
39.68 (C-20), 20.60 (C-21), 137.41(C-22), 126.79 (C-23),
41.87 (C-24),28.5 (C-25),22.25(C-26),22.3 (C-27); EM
(70 eV) m/z (int. rel) 414 (M, C 1,0, 4, 396 (M*H O,
2), 382 (M*-0,, 56), 349 (M*-0O-H,0- CH 31),323 (M*-
0,-C HTO 20),271 (M*-O, -cadena lateral- ’7H 7,253 (M*-
O H O-cadena lateral, 15), 211 (fisién del anillo D-2H-
HﬁO 9).

50,8a-Epidioxi-(24%)-metilcolesta—6,9(11),22-trien-
3B-ol (4): sélido blanco; IR (KBr) Yo 3384, 2959, 2873,
1668, 1460, 1375, 1076, 1034, 978, 933 cm’'; RMN-'H
(600 MHz, CDCI. )50 73(3H,s, H,-18),0.82 (3H.d, J=7.24
Hz, H.-26), OS";(?H d; J= 66HZ H.-27), 0.91 (3H, d,
J= 66H£ H,-28), 1.00 (3H. d, 1=6.6 Hz, H -21),1.09 (3H, s,
H.-19), '398(1H m, H-3),5.15 (1H, dd, J 9,15 Hz, H-23),
5. 22(1H dd, J=8.4, 15 Hz, H-22), 5.43 (1H, dd, J=4.2 ,1
Hz, H-11),6.29 (1H, d, J=8.4Hz, H-6), 6.60 (1H, d, J=9 Hz,
H-7); EM (70 eV) m/z (int. rel) 426 (M*, C,. H 0., 7), 411

ﬁx 423
(M- CH 13), 408 (M*- H_() 11),394 (M*-O 2 L, 16), 376 (M*-

0,- H,0,29), 361 (M*-O,-H,0-CH,5), 251 (M*-0,-H,O-
cadena lateral ,71), 249 (M+ O,-H 0 cadena lateral- 2H
11), 209 (fisién del anillo D-2H- H_O 15), 69 (100)

S5o,80-Epidioxi-(22E,24S)-etilcolesta-6,22,25(27)-
trien-3f3-ol (5): sélido blanco; IR (KBr) y_ 3398, 2956,
1647, 1456, 1373, 1075, 1043, 1026, 965, 754 cm™'; RMN-
'H y RMN-"C, ver Tabla 2; EMAR-FAB m/z 441.3392
(calculada para C, H,.O_, 441.3396), EM (70eV) m/z (int.

2071453
rel) 440 (M*, C, H,,0,4), 422 (M*-H,0, 16), 408 (M*-0O,,
64), 375 (M*-0,-H,0- CH 31), 349 (M+ CH.O-0, 16)
271 (W0, -cadena lateral- 2H 8), 253 (M*- O H ,O- cadena

lateral, 17) 211 (fisién del anillo D-2H- H,0, II) 55 (100)

5a,8a-Epidioxi-24(R)-metilcolesta-6,22-dien-3[3-ol
(6): sélido blanco de p.f. 175-177 °C; IR (KBr) v, 3519,
3316, 2955, 1662, 1646, 1456, 1377, 1075, 1043, 1026',
968 cm'; RMN-'H (500 MHz, CDCIl,) 6 0.81 (3H, s, H,-
18), 081(3H d, J=6.6 Hz, H -27), 082(’%H d,J= 72Hz
H.-26), 0.87 (3H, s, H,-19), 090(’%H d, J=6.6Hz, H,-28),
099(’»H d,J=6.6 Hz, H -21),3.96 (1H, m, H-3), 5. 14(1H
dd, J=7.8, 15.0 Hz, H22) 5.20(1H, dd, J=7.9, 15.2 Hz, H-
23),6.24 (1H,d, J=8.4 Hz, H-6), 6.50 (1H, d, J=8.4, H-7);
RMN-YC (125 MHz, CDCI,) § 34.66 (C-1), 30.09 (C-2),
66.46 (C-3),36.90 (C-4), 82.14 (C-5),135.39 (C-6), 130.73
(C-7), 79.41 (C-8), 51.05 (C-9), 36.94 (C-10), 20.86 (C-
11), 39.31 (C-12), 44.54 (C-13), 51.66 (C-14), 23.38 (C-
15), 28.64 (C-16), 56.17 (C-17), 12.85 (C-18), 18.16 (C-
19),39.72 (C-20), 20.61(C-21), 135.18 (C-22), 132.29 (C-
23),42.75 (C-24), 33.04 (C-25), 19.64 (C-26), 19.94 (C-
27), 17.54 (C-28); EM (70 eV) m/z (int. rel) 428 (M,
C,.H,,0,,7), 410 (M*-H,0, 15), 396 (M*-O,, 61), 363 (M*-
0,-H,0-CH,, 25), 337 (M*-0,-C,H.O, 15), 271!/(M*-O,-
Ladcnalateral 2H,7), 253 (M*- O H O cadena lateral, 14)
211 (flSlon del anillo D-2H-H, O 8) 55 (100).

So,8a-Epidioxi-24(R+S)-etilcolesta-6,22-dien-3[3-0l
(7): sélido blanco de p.f. 161-162 °C; IR (KBr) y__ 3396,
2956, 2870, 1648, 1458, 1377, 1075, 1043, 1025, 970,
834 cm'; 'TH-RMN (500 MHz, CDC1,) §0.79 (3H, d, J=8.85
Hz, H,-27),0.79 (3H, d, J=9.45 Hz, H_-26), 0.82 (3H, s, H-
18), 0 83 (3H, J=7.95Hz, H, 29) 0. 88 (3H, s, H-19), 1.01
(3H, d, I=8.25 Hz, H.-21), 3.97 (1H, m), 5.04 (1H, dd,
J=10.4,17.4 Hz, H-22j, 5.14 (1H, dd, J=10.4, 13.75 Hz, H-
23), 6.25 (1H, d, I=10.65 Hz, H-6), 6.51 (1H, d, J=10.65
Hz, H-7); “C-RMN (125 MHz, CDCL,) § 34.63 (C-1), 30.06
(C-2), 66.43 (C-3), 36.91 (C-4), 82.11 (C-5), 135.36 (C-6),
130.71 (C-7),79.38 (C-8), 51.02 (C-9), 36.89 (C-10), 20.88
(C-11), 39.29 (C-12), 44.50 (C-13), 51.64 (C-14), 23.35
(C-15), 28.85 (C-16), 56.07 (C-17), 12.41 (C-18), 12.80
(C-18), 18.13 (C-19), 18.95 (C-19), 39.99 (C-20), 20.66
(C-21), 137.57 (C-22), 129.88 (C-23),51.17 (C-24),51.12
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(C-24), 31.81 (C-25), 31.75 (C-25), 18.95 (C-26), 18.88
(C-27),25.32(C-28),21.07 (C 29), 21.11(C-29); EM (70
eV) m/z (int.rel.) 442 (M*, C »2), 424 (M*-H, 0, 2),
410 (M*-0,, 13), 377 (M"O HOCH 7)), 351 (M*O-
C,H.O, 4), 271 (M*-0O, -cadena lateral- 2H 4),253 (M*-0,-
HZO -cadena lateral,5), 211 (fisién del anillo D-2H- H, O
4), 55 (100)

(22E,24R)-etilcolesta—5,22,25-trien-3f-o0l (8): RMN-
'H (400 MHz, CDCl,) & 0.69 (3H, s, H-18), 0.83 (3H, t,
J=7.3Hz,H, 29),101('4H s, H,-19), 1.02 (3H, d, J=6.8Hz,
H -21), 165(?H s, H -27), 242(1H m, H,-24), 3.52 (1H,
m, H-3), 4.70 (1H, d, J 1.4 Hz, H-26), 469(1H s ancho,
H-26), 5.16 (1H, dd, I=7.8, 15.6 Hz, H-22), 5.25 (1H, dd,
J=8.3, 15.4 Hz, H-23),5.35 (1H, d, ]=5.4 Hz, H-5); RMN-
13C (125 MHz, CDCl,) ver Tabla 2.

(22E,248)-etilcolesta—5,22,25-trien-3f-0l (9):

Cristales blancos de p.f. 147°C (desde metanol); RMN-'H
(400 MHz, CDCIl, )80.69 (3H, s, H,-18), 0.83 (3H, t,1=7.3
Hz, H.-29), 100('%H s, H,-19), lOl(3H d, J=6.6 Hz, H,-
21), 165(3H s, H,-27), 242(1H m, H.-24),3.52 (1H, m, H—
3),4.70 (2H, d, J-l.ﬁ Hz, H,- 26), 5. 17 (1H,dd, J=7.3, 154
Hz, H-22), 5.24 (1H, dd, J=8, 15.4 Hz, H-23), 5.35 (1H, d,
J=2Hz, H-5); RMN-"C (125 MHz, CDCIJ) ver Tabla 2.
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