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RESUMEN

Los brasinoesteroides (BRs) son considerados una clase de hormona vegetal que
se caracteriza por promover el crecimiento de las plantas y la proteccion contra el estrés
bidtico y abidtico que las afectan, donde brasinolida (BL) (1) (Figura 1) fue la primera
encontrada en forma natural y se destaca, porque es la primera hormona con nucleo
esteroidal, capaz de promover el crecimiento de las plantas, entre otros efectos. Desde el
descubrimiento de (1), se han aislado y caracterizado alrededor de 70 BRs. Debido a que
estos compuestos muestran potentes propiedades promotoras del crecimiento y que
ademas se obtienen a muy bajas concentraciones desde sus fuentes naturales, es que
desde la década del 80" hasta la fecha, se han desarrollado numerosos trabajos de

investigacion en el campo de la sintesis y los andlogos estructurales de estos compuestos.

Se han desarrollado estudios de BRs naturales y analogos sintéticos para
establecer los requerimientos estructurales que deben poseer estos compuestos para
mostrar una mayor actividad bioldgica, los cuales consideran: 1) funciones: cis 2a, 3a-
glicol en el anillo A, 2) funcién 6-ceto o 7-oxalactona en el anillo B, 3) fusién de los anillos
A/B de tipo trans y 4) en la cadena lateral se requiere de la funcién glicol en los carbonos
C-22 y C-23, preferentemente con configuraciones 22R, 23R y un grupo sustituyente de
tipo metilo o etilo en el carbono C-24. Sin embargo, en las ultimas décadas se han
sintetizado un importante niimero de analogos de BRs con modificaciones considerables
en la cadena lateral, respecto de los BRs naturales, dentro de los cuales se consideran
cadenas laterales mas cortas, espirostanicas y furostanicas, con sustituyentes aromaticos
y ciclicos, con funciones de ésteres y acidos carboxilicos, entre otros. A pesar de los
importantes cambios estructurales, estos analogos han presentado actividad bioldgica.
En consecuencia, los requisitos estructurales que estos compuestos deben poseer para
generar actividad biolégica han cambiado y se han desarrollado estudios de estructura-
actividad, a modo de predecir los nuevos requerimientos estructurales que podrian
mejorar el efecto biolégico para estos nuevos analogos. Estos resultados sugieren que la
actividad de los analogos de BRs depende de la distribucion espacial de los atomos de
oxigeno en lugar de la presencia o ausencia de un grupo funcional especifico en la

molécula.
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De esta forma, en el presente trabajo se desarrolld una ruta de sintesis para la
obtencién de nuevos analogos de BRs con cadena lateral mas corta, es decir del tipo 24-
nor, con funciones hidroxiladas y benzoiladas en las posiciones C-22 y C-23, considerando
factores estereoquimicos en C-22 (R/S) y el efecto que produciria este nuevo cambio
estructural en la actividad bioldgica por medio del test de Inclinacién en la Ldmina de

Arroz (ILA).

En este trabajo se sintetizaron los analogos (62), (73), (78a-b), (79), (80), (83),
(85) y (86) (Figura 1), de los cuales (73), (79), (83), (85) y (86) corresponden a
estructuras nuevas. Todos estos compuestos fueron preparados desde Aacido
hiodeoxicolico (14) y fueron evaluados en el test ILA donde los resultados obtenidos
demostraron que los analogos (79) y (80) fueron los mas activos a la concentracién de
1,0x10-7 M, incluso con mayor actividad que el control positivo (1), que es considerado

como el BRs mas activo de los naturales.

éH 0
Brasinélido (1) 4cido hiodeoxicélico (14) 62 73 78a: C-22(R)
78b: C-22(S)

Figura 1: Estructura de brasinolida (1), dcido hiodeoxicdlico (14) y los andlogos de BRs (62), (73),
(79), (80), (83), (85) y (86) sintetizados en este estudio.

Finalmente, en este estudio fue posible demostrar que nuevos analogos de BRs 2-
desoxi, con cadenas laterales mas cortas del tipo 24-nor, y funciones benzoatos en C-22
(R/S) presentan actividad biolégica de tipo hormonal, por lo cual se podria considerar la
importancia de este nuevo requisito estructural como una opcidn real para que este tipo

de analogos presenten actividad bioldgica.
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SUMMARY

Brasinosteroids (BRs) are considered a class of plant hormone that is
characterized by promoting plant growth and protection against biotic and abiotic stress
that affect, where Brasinolide (BL) (1) (Figure 1) was the first found naturally and stands
out, because it is the first hormone with steroidal nucleus, capable of promoting plant
growth, among other effects. Since the discovery of (1), around 70 BRs have been isolated
and characterized. Because these compounds show potent growth-promoting properties
and are also obtained at very low concentrations from their natural sources, it is that
since the 80s to date, numerous research works have been developed in the field of

synthesis and the structural analogues of these compounds.

Studies of natural BRs and synthetic analogues have been developed to establish
the structural requirements that these compounds must possess to show greater
biological activity, which consider: 1) functions: cis 2a, 3a-glycol in ring A, 2) 6-keto or
7-oxalactone function on the B ring, 3) trans-type A/B rings fusion and 4) on the side
chain requires the glycol function at carbons C-22 and C-23, preferably with 22R, 23R
configurations and a methyl or ethyl type substituent group on the C-24 carbon. However,
in recent decades, a significant number of BRs analogs have been synthesized with
considerable modifications in the side chain, with respect to natural BRs, within which
shorter, spirostanic and furostatic side chains are considered, with aromatic substituents
and cyclic, with functions of esters and carboxylic acids, among others. Despite the
important structural changes, these analogues have shown biological activity.
Consequently, the structural requirements that these compounds must possess to
generate biological activity have changed and structure-activity studies have been
developed, in order to predict the new structural requirements that could improve the
biological effect for these new analogues. These results suggest that the activity of BRs
analogs depends on the spatial distribution of oxygen atoms rather than the presence or

absence of a specific functional group in the molecule.

In this way, in the present work a synthesis route was developed to obtain new
BRs analogs with a shorter side chain, that is, of the 24-nor type, with hydroxylated and
benzoylated functions in positions C-22 and C- 23, considering stereochemical factors in
C-22 (R/S), and the effect that this new structural change in biological activity would
produce by means of the Rice Plate Tilt (ILA) test.
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In this work the analogues (62), (73), (78a-b), (79), (80), (83), (85) and (86)
were synthesized (Figure 1), of which (73), (79), (83), (85) and (86) correspond to new
structures. All these compounds were prepared from hyodeoxycholic acid (14) and were
evaluated in the ILA test where the results obtained showed that analogs (79) and (80)
were the most active at the concentration of 1,0x10-7M, even with greater activity than

the positive control (1), which is considered the most active BRs of the natural.

OH
OH

o

HO,,

HO" i
H
0
Brasinélido (1) 4cido hiodeoxicolico (14) 62 73 78a: C-22(R)
78b: C-22(S)

Ph Ph

i
0 g/&\o ]

~ \¢0Y[’I|
Ji
0

Figure 1: Structure of brasinolide (1), hyodeoxycholic acid (14) and the analogs of BRs
(62), (73), (79), (80), (83), (85) and (86) synthesized in this study.

Finally, in this study it was possible to demonstrate that new analogs of BRs 2-
deoxy, with shorter side chains of the 24-nor type, and benzoate functions in C-22 (R / S)
have hormonal biological activity, so the importance of this new structural requirement
could be considered as a real option for this type of analogues to present biological

activity.
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CAPITULO 1 - INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales sobre hormonas y reguladores del
crecimiento vegetal.

El funcionamiento normal de organismos superiores requiere una elevada
coordinacién entre las diferentes actividades llevabas a cabo entre células, tejidos y
organos. Igualmente, el organismo debe ser capaz de percibir y responder a las
fluctuaciones de su ambiente. Entre los distintos mecanismos de regulacion, el mas
conocido es el sistema mediado por mensajeros quimicos, el cual corresponde a un
conjunto de moléculas esenciales que permiten la comunicacion entre células distantes
para coordinar sus actividades. Estos compuestos son importantes reguladores del
crecimiento y desarrollo en las plantas y median respuestas a distintos tipos de estrés,
tanto bidticos como abidticos. En los animales existe una enorme variedad de hormonas
quimicas, cada una de las cuales se dirige a un nimero limitado de células, provocando
una respuesta altamente especifica y son sintetizados en tejidos especializados. Por el
contrario, en las plantas, las hormonas (o fitohormonas) son menores en niimero, por lo
tanto, afectan a la mayoria de las células provocando diversas respuestas, siendo ademas
sintetizadas en todas las células y no sélo en tejidos especificos. Por otro lado, la
acumulacion y efectos de cada una de las fitohormonas son moduladas por influencias

ambientales, de desarrollo, asi como por las actividades de otras fitohormonasl(t2l.

Durante los ultimos afios, se han producido grandes avances relacionados con la
comprensiéon del mecanismo de accion de las fitohormonas, incluidos nuevos
descubrimientos en las areas de biosintesis, transporte, percepcién y respuesta. Los
receptores especificos de muchas de las principales hormonas ya han sido identificados.
Estudios confirman que las vias de sefializacion de las hormonas interactian en multiples
niveles durante el crecimiento y desarrollo de la planta. Serd de gran importancia
entender como se integra la informacion transmitida por estos compuestos durante el

crecimiento de ellas(® 21,



Programa de Magister en Ciencias, mencién Quimica

Estudios pioneros durante el siglo XIX por Julius von Sachs y Charles Darwin,
demostraron que diversos procesos de crecimiento de las plantas estan regulados por
"sustancias" que se mueven de una parte de la planta hacia otral3 4. Un siglo mas tarde se
supo que las sustancias en cuestién son pequeiias moléculas derivadas de diversas rutas
metabdlicas esenciales. En general, estos compuestos estan presentes en concentraciones
muy bajas y actiian de forma local, en o cerca del sitio donde se biosintetizan (actividad
paracrina), o en tejidos distantes (actividad endocrina). Durante los ultimos afios, el
grupo de hormonas vegetales ha ido aumentando y ahora se incluyen, pero no se limitan
a: auxinas (IAA), giberelinas (GA), acido abscisico (ABA), citoquininas, etileno, acido
jasmonico (JA), cido salicilico y los brasinoesteroides (BRs) (Figura 1.1). Colectivamente
estos compuestos regulan todos los aspectos de la vida de las plantas, desde la formacién

de patrones durante el desarrollo a las respuestas frente a estrés biético y abiéticols. 6l.

H \
N ) \ : H\ H
2 } : =
PRV T H H
\ OH
Auxina T Etileno
0
Giberelina 5 W '"‘f”'7| 0 Acido jasmoénico

Acido abscisico H‘., Estrigolactona

Figura 1.1 Fitohormonas que regulan todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas!/2l.
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Aunque la funcién fisiolégica de la mayoria de estos compuestos se ha estudiado
durante décadas, sélo en los ultimos diez a quince afios se ha desarrollado un progreso
importante en la comprensiéon de los mecanismos moleculares en biosintesis de las
hormonas, el transporte y la respuesta de las plantas frente a estas. Las rutas biosintéticas
para la mayoria de las hormonas estan bien caracterizadas (como para los casos de ABA,
BR y GA) o emergentes (como para auxinas y JA). También se sabe que los niveles de
hormonas estan muy regulados y que responden a un entorno cambiante. En el caso de
las auxinas, estas tienen un rol clave en muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de
la planta, tanto local como a larga distancia, mientras que el transporte de compuestos
volatiles tales como el etileno y el jasmonato de metilo son clave en la defensa de la planta,
siendo ademdas importantes en proceso de comunicaciéon planta-planta. En las plantas
ninguna hormona tiene un control exclusivo de un determinado proceso fisiologico. De
hecho, cualquier hormona vegetal ejerce efectos notables sobre la mayoria de las fases
del desarrollo de la plantal’l. En la Tabla 1.1 se muestran algunas de las estructuras

quimicas de estas hormonas.

Tabla 1.1 Estructuras quimicas de hormonas vegetales naturales.

Hormonas Estructuras
Auxinas CH,COOH (CH,)3CO0H a CH,COOH
A\ A\ AN ©/\c0m{
N N N
\H \H \H
acido indol acético (IAA) 4cido 3-indol butirico (IBA) 4cido 4-cloro-indol-3-acético  acido 2-fenil acético (PAA)

(4-CI-IAA)

Giberelinas

Citoquininas A)\
HN/\)\/OH HN/\© "\N s H\ )

H
Zeatina Cinetina Isopentenil adenina Benzilaminopurina (BAP)

Etileno CH;=CH:
Acido absicico

Acido abscisico Acido 4'-dihidrofaseico Acido Faseico
(S-cis-ABA)
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Otras sustancias que pueden ser reconocidas como fitohormonas son el acido
salicilico, jasmonatos y estrigolactonas. En la Tabla 1.2 se muestran las estructuras

quimicas de estos compuestos.

Tabla 1.2 Estructuras quimicas de hormonas vegetales naturales (continuacidn).

Hormonas Estructuras
0

Acido Salicilico

Jasmonatos

CO,CH;

(-) Acido jasménico (-) Jasmonato de metilo

= 0 0
Estrigolactonas 0 0
0//,,//" 0 0//,,,/“ o o, , o
OH 0 0 H -
0 0 0
(+)-Strigol S Y Acetato de (+)-Strigol =~ (+)-Orobanchol ~

1.2 Brasinoesteroides.

o

Los brasinoesteroides (BRs) son hormonas de naturaleza polihidroxiesteroidal de
bajo peso molecular, principalmente aislados desde fuentes vegetalesI8l. Los BRs poseen
propiedades promotoras de crecimiento y diferenciaciéon, actuando en diversos procesos
incluyendo germinacidn, crecimiento radicular y elongacién del tallo, fotomorfogénesis
en plantulas y diferenciacion vascular, floracion, fertilidad y senescencia, ademas de
resistencia al estrés bidtico y abidticol?. Desde el descubrimiento del primer BRs,
brasinolida (1)[19, se han aislado y caracterizado mas de setenta brasinoesteroides que
provienen de plantas superiores, algas y hongos[!ll. Ademas, se ha detectado la presencia
de estas fitohormonas en todos los 6rganos de las plantas (polen, antenas, hojas, tallos,
raices, flores y semillas), se producen endégenamente en niveles muy bajos y se
almacenan a muy bajas concentraciones, siendo las semillas de polen inmaduras la fuente
mas abundante encontrandose en un rango de 1-100ng/g de peso fresco, mientras que
en brotes y hojas suele tener una menor concentraciéon de 0,01ng/g de peso frescol12l.

Su estructura tiene un esqueleto comun de 5a-colestano (Figura 1.3) y pueden ser

clasificados como BRs de 27, 28 0 29 atomos de carbono, dependiendo de la sustitucion
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de grupo alquilo en el C-24 (Figura 1.3). Sus variaciones estructurales se observan en la
cadena lateral, el tipo y orientacién de las funciones oxigenadas presentes en los anillos

Ay B, y el tipo de fusion de estos anillos (A/B cis o A/B trans).

OH

0///,,,,

e
HO

Brasinolida (1)
Figura 1.2 “Estructura de brasinolida (1), primer brasinoesteroide aislado desde origen natural”.

Se consideran BRs naturales, exhibiendo bioactividad (actividad biolégica relativa
asociada), a aquellos que tienen una funcién oxigenada en las posiciones en C-2 y C-3 del
anillo A (preferentemente como 2,3-dihidroxilo), posicion C-6 en anillo B
preferentemente en forma de cetona o lactona (6-desoxo, 6-oxo o 7-oxalactona) y
posicion C-22 y C-23 oxigenada (preferentemente como 22,23- dihidroxilo), fusiéon de
tipo trans entre los anillos A y B, que llevan en C-24 sustituyentes alquilo o hidroxilados
(Figura 1.3), también se han encontrado en forma conjugadas con azucares o acidos

grasosl[13l,

HO,, Ho,
, 2 ] % 4,
HO" o™ Ho / -
Q HO,, HO
Ho Q :(j :
HO' HO B
. Sustituyentes Y OH
o o ’
0’///,,, enanillo A Sustituyentes P oH
o — Py ,
i,
H .
st OH

@
o
=
@
=]
=

Sustituyentes
en cadena lateral

b4
3.°
=
=)
=
i
=)
=

oH 0
HO,, HO,, A st OH
/O O © O i I
\\\"c
HO' HO Y 0 m, m,
OH 0
0 st o st OH

oH
w, M/ st: Esteroide
st

Figura 1.3 Diferentes patrones de sustituyentes en los anillos A, By la cadena lateral de brasinoesteroides de
origen natural.
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Otros brasinoesteroides naturales considerados como importantes son 24-
epibrasinolido (2), castasterona (3) y 24-epicastasterona (4) (Figura 1.4). A pesar de que
los BRs con C-28 son los mas recurrentes en la naturaleza, también son conocidos otros
BRs con una cadena lateral esteroide diferente. Entre ellos, 28-homobrasinolido (5) y 28-
homocastasterona (6), que tienen una estructura de 5a-estigmastano, son los mas activos
de la serie C-29112. 141, Estos brasinoesteroides y algunos otros, se muestran en la Figura

1.4.

HOy, HOy,

Ho™" Ho™

0 0 () 0

brasinolida (1) 24-epibrasinolido (2) castasterona (3) 24-epicastasterona (4)

HOy,

Ho™

0 0 0

28-homobrasinolido (5) 28-homocastasterona (6) 2-deoxi-28-homobrasinolido (7) 28-homoteasterona (8)

Figura 1.4 Estructuras de brasinoesteroides activos de origen natural.

Existe alguna informacidn disponible sobre el mecanismo de accién de los BRs en
plantas a nivel molecular, sin embargo, es muy probable que las plantas posean una via
de senalizacion intracelular especifica que regule la transcripcidn de genes, como sucede
en el caso de otras fitohormonas relacionadas a los mecanismos de defensa,
comprometiendo una posible interaccién entre los diversos mecanismos frente a estrés
bidtico. Parte de su funcién ha sido entendida gracias al descubrimiento de mutantes de
la planta modelo Arabidopsis thaliana deficientes en BRs, las cuales presentaban un
fenotipo enano grave que puede ser revertido a un tipo salvaje mediante la aplicacion

exdgena de BRsl15 16],

1.3 Relacidén estructura-actividad relativa de los brasinoesteroides.

La actividad bioldgica de BRs se evalta por diferentes tipos de bioensayos cuyos
resultados no son siempre coherentes entre si. El bioensayo de Inclinacién de la Ldmina

de Arroz (ILA) (Oryza sativa) es el bioensayo mas comunmente utilizado para estos

10
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efectos, sin embargo, diferentes grupos han adaptado el protocolo basico de RLIT,
ademas, utilizan diferentes cultivares de arroz, entregando gran variaciéon en los
resultados!!7l. El bioensayo ILA tiene un limite de detecciéon de 50 ppm para el acido
indolacético, su limite de deteccion para brasinolida (1) y 28-homobrasinolido (5) es 0,5
y 5 ppb, respectivamentell7-20], Ademas de la falta de normalizacién de los bioensayos, el
andlisis de datos también se complica por la combinacién de sustituyentes, ya que los
valores de actividad biolégica se ven afectadas por la naturaleza de los sustituyentes, es
decir, al pasar de 7-oxa-lactona a 6-cetona se observa que la actividad relativa disminuye
desde 100% a 50% en la mezcla brasinolida/castasterona (1/3)[21l, mientras que la 24-
epicastasterona (4) es aproximadamente tres veces mas activo que castasterona (3)[22],
A pesar de estas limitaciones, se pueden realizar generalizaciones respecto a: relaciéon
estructura-actividad relativa en el anillo Al23.24], anillo BI25 26], tipo de fusion presente en
los anillos A/BI10.27-301 y |a cadena lateralll7.3%.32], En la Figura 1.5 se esquematiza el orden
de actividad biolégica mostrado por los BRs, en funcién de los requerimientos
estructurales que deben poseer estos compuestos para generar mayores efectos en el

crecimiento vegetal.

a)

o 1] 0
2a, 3a dihidroxi 3o hidroxi 3 dehidro

b)

6-0x0-7-oxalactona 6-ceto tona d

CH, CH,
H i) i

Fusi6n de anillos A/B trans Fusi6n de anillos A/B cis

OH OH ” o % 0
, 23 n, 23 m, 23 A m, 2
o 2EN 28 i SREN 2R M v
st OH st OH st OH st OH

22R, 23R 22R, 23R, 28-homo 22R, 23R, 24-epi 225,235, 28-homo

OH OH OH =
", m, u, .
“n, 22 Ky 24 22 24
St St St

22S monohidroxi 228, 24R-metil 228, 24S-metil

< de la actividad ]

Figura 1.5 (a) Relacion estructura-actividad relativa en el anillo A. (b) Efecto en la actividad bioldgica de la
funcionalizacién relativa en el anillo B. (c) Conformaciones espaciales del niicleo esteroidal de 5a-colestano y
5B-colestano con fusion de los anillos A/B tipo trans (izquierda) y con fusién de los anillos A/B tipo cis. (d)
Efecto en la actividad bioldgica de los sustituyentes en la cadena lateral.

d)

11
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Hasta el momento y desde la revisién bibliografica, se sugiere que aparentemente
los requerimientos estructurales postulados para que un brasinoesteroide presente una

alta actividad biolégica, pueden resumirse de la siguiente forma:

1. Debe contener funciones: cis 2 o, 3a-glicol en el anillo A.

2 Funcién 6-ceto o 7-oxalactona en anillo B.

3. Fusién de anillos A/B de tipo trans.

4 En la cadena lateral se requiere de funcion glicol en los carbonos C-22 y C-23

preferentemente con configuraciones 22R, 23R y un grupo sustituyente de tipo

metilo o etilo en el carbono C-24.

Referente al primer requisito se ha demostrado que la presencia de un grupo
hidroxilo en la posicién 2o del anillo A, no es indispensable para la actividad bioldgica
elicitora, aun cuando la ausencia de esta funcidn reduce la actividad[?5l. Adicionalmente,
la presencia de un grupo 3B-hidroxi en lugar de 3a-hidroxi, produce el mismo efecto en
analogos naturales de BRs que contienen la funcién 3a-hidroxi. Efecto que fue observado
en los compuestos 2-desoxi-28-homobrasinélido (7) y 28-homocastasterona (8) (Figura
1.4)(2s],

Otros BRs naturales como tifasterol (2-desoxicastasterona) (9) y teasterona (10)
(Figura 1.6) carecen de la presencia de una funcion 2a.-hidroxi en el anillo A y por lo tanto
se consideran como 2-desoxi-BRsI33-36], Posteriormente, al descubrimiento de estos dos
nuevos BRs, se reportaron interesantes trabajos de sintesis para la obtencion de estos
compuestos y analogos estructurales. De esta forma se report6 la sintesis y evaluaciones
biolégicas de los andlogos (12) y (13) desde estigmasterol (11) (Figura 1.6), los cuales
practicamente no fueron activos en el test de ILA, comparados con brasinolida (1)[371.
Otro sugerente trabajo consistid en la obtencion del analogo 22(S), 23(S) tifasterol (15)
y tifasterol (9) desde acido hiodeoxicoélico (14) (Figura 1.6). Sin embargo, no se
reportaron estudios de actividad bioldgica para estos compuestos[38 391, Posteriormente,
se reporté un trabajo para la sintesis de tifasterol (9) y teasterona (10) desde

estigmaesterol (11) (Figura 1.6)0l.

12
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OH

Ho""

Tifasterol (9)
(2-desoxicastasterona)

Teasterona (10)

Ho™"

Estigmaesterol (11)

Ho™"

£ Acido hiodeoxicélico (14) 22(5), 23($) tifasterol (15)

o |

Figura 1.6 Estructuras de 2-desoxi-BRs naturales (9), (10), 2-desoxi-Brs sintéticos (12), (13), (19) y
precursores naturales (11) y (14).

Un interesante estudio fue desarrollado para evaluar el efecto en la actividad
bioloégica de un conjunto de 2-desoxi-BRs naturales y andlogos sintéticos de 28-
homobrasinoélido (5), 28-homocastasterona (6), tifasterol (9) y teasterona (10) (Figura
1.7), al incorporar el grupo 7-oxa y 6-oxa lactona en el anillo B, en el bioensayo de ILA.
Desde estos experimentos, los autores encontraron que los compuestos (9), (10), (18),
(19), (22) y (23) (Figura 1.7) mostraron actividades comparables entre ellos, donde
resalta una mayor actividad para los compuestos (18) y (19), mientras que el resto de los
compuestos fueron menos activos. Concluyendo que la introduccién de la funcion lactona
7-oxa y/o 6-oxa no mostro6 diferencias significativas en los valores observados para el
bioensayo de ILAM1]. Posteriormente, se informé el aislamiento de los 2-desoxi-BRs
naturales (26-29); sin embargo, no se reportaron ensayos bioldgicos para estos

compuestos#2l,

13
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OH R, OH R,

22:R, = 0OH, R, = CHy
23: Ry = BOH, R, = CHy
24:Ry = aOH, Ry = CH,CH;

8: Ry = BOH, R, = CH,CH;
9:Ry = aOH, R, = CHy

7:Ry = «OH, R, = CH,CH;
18: R, = aOH, R, = CHy

R{

e

10: R = BOH, R, = CHy Ry 19: Ry = BOH, R, = CHy R A 25 R, = BOH, R, = CH.CH,
0 16:R; = aOH, Ry = H 20:R, = aOH, R, = H 1 H ®
17: Ry = 0OH, R, = CH,CHy 0 21: Ry = BOH, R, = CH,CH; o

OH

26:R = aOH
27:R=BOH

28:R=aOH -
29:R=BoH o

(V]

Figura 1.7 Estructuras de andlogos sintéticos de 2-desoxi-BRs naturales obtenidos desde 28-homobrasindlido
(5), 28-homocastasterona (6), tifasterol (9) y teasterona (10).

Considerando los posibles efectos en la actividad bioldgica al introducir cambios
en la estructura de la cadena lateral de analogos de BRs, se reporto la sintesis de los
compuestos (30) y (31) (Figura 1.7) desde acido hiodeoxicoélico (14), donde el derivado
(31) contiene una cadena lateral mas corta que los BRs naturales. No obstante, los
autores no reportaron los efectos biolégicos de estos derivados[43.441,

Como se menciond anteriormente, la mayoria de los BRs activos poseen en la
cadena lateral la funcién 22R, 23R diol vecinal, que parece esencial para una alta actividad
biolégica. Sobre esta base, varios estudios han informado de los requisitos estructurales
que deben poseer estos compuestos para mostrar una alta actividad bioldgica. Estas
investigaciones concluyen que la actividad de los BRs depende de la orientacién espacial
de los atomos de oxigeno. Por lo tanto, los requisitos estructurales no deben indicarse
como la presencia o no de un grupo funcional especifico en la molécula, pero si como la
distribucion espacial de todas las funcionalidades presentes en ella. Esta orientaciéon
espacial puede ser indicada como distancias o angulos entre los atomos de oxigeno
presentes en un BRs. En este sentido, se propone una nueva forma de definir los
requisitos estructurales para que un BRs sea activol45. 46l,

Sin embargo, en las ultimas décadas, los esfuerzos se han centrado en la sintesis
de nuevos analogos de BRs, manteniendo patrones comunes de funciones organicas en
los anillos A/B y fusidn “cis-trans” entre estos, como en algunos BRs naturales, pero con
cambios estructurales dramaticos en la cadena lateral (cadenas laterales mas cortas,

diferentes funciones oxigenadas, espirostanicas, sustituyentes aromaticos, ésteres,

14
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acidos carboxilicos ciclicos, entre otros.) Sorprendentemente, estos analogos han
presentado resultados interesantes en la actividad bioldgica. A continuacion, se describen
algunas estructuras y propiedades biol6gicas de los analogos mas representativos de este
tipo. De esta forma el compuesto (32) (Figura 1.8), muestra alta actividad promotora del
crecimiento en granos, evaluada en los ensayos del primer y segundo entrenudo del
frijoll47l. Mientras que el compuesto (33) (23-Arilbrasinoesteroide) y otros analogos de
este fueron considerados como posibles promotores de crecimiento de las plantas y
candidatos prometedores para la aplicacién en la agricultural*s. 4. El andlogo (34)
(Figura 1.8), muestra una considerable actividad promotora del crecimiento en el

incremento de longitud en epicotilol“l.

CO,H

HO,,
" H O/u,,

Ho"" .
HO™

0 33

Figura 1.8 Estructuras de andlogos de Brasinoesteroides con diferencias estructurales significativas en la
cadena lateral.

Por otra parte, un gran nimero de analogos espirostanicos fueron informados y
preparados por diferentes autores. Algunas de estas estructuras se muestran en la Figura
1.9. Los compuestos (35-39) son los ingredientes activos incorporados en formulaciones
comerciales, que actualmente estan siendo utilizados en la produccién y protecciéon
agricolal#1-48],

Adicionalmente, cuando se aplicaron soluciones en agua/etanol (concentraciones
entre 0,001-0,1 pg /mL) de los compuestos (40) y (41) en semillas de naranjo, se observo
una fuerte promocidn en la germinaciénl*8 491. Aunque el compuesto (42) produce una
estimulacidn significativa a las dosis de 2,5 y 5 ng/planta en el ensayo de la elongaciéon
del segundo entrenudo de habasl“8l. La actividad biolégica del compuesto (41) fue
evaluada en el bioensayo de elongacidn y expansion de cotiledones de rabanos (Raphanus
sativus L.). La actividad promotora del crecimiento mas alta se observo a la concentracion

de 1,0x10-5 mg/mlL, a la cual los hipocotilos de rabano tratados con el epéxido (43)
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aumentaron significativamente su longitud de 20,7% por sobre el control sin tratar(s0l.
Mientras que las soluciones en etanol/agua [Conc. 0,01, 0,1 y 1 ppm] de los compuestos
(44) y (45) (Figura 1.9), mostraron un fuerte crecimiento en la promocion de la actividad
de la planta. El efecto consisti6 en un aumento en la longitud de los hipocotilos y en el

aumento en peso de los cotiledones tratados!(51-62],

Ry,

40:R, =R, =H

o 8 41:R, = OH,Ry=H
HO" B 42: R, = OH, R, = OH

Figura 1.9 Estructuras de andlogos de Brasinoesteroides con cadenas laterales de tipo espirostdnicas.

Otros analogos de BRs con importantes cambios estructurales en la cadena lateral
se muestran en la Figura 1.10, donde los analogos (46-51) mostraron una actividad
similar y en algunos casos superiores a la brasinolida (1) en el bioensayo de ILAI63I.
Mientras que los andlogos (52-55) con cadenas laterales de tipo acilo (Figura 1.10)
fueron ensayados en el test de inclinacién de la ldmina de arroz de la variedad enana,
destacandose la mayor actividad mostrada para los compuestos (54) y (55) (Figura
1.10)164.. Los analogos de BRs de tipo androstano, con grupos 173-éster como (56) y (57)
(Figura 1.10) mostraron que la actividad mas alta fue para el ep6xido (56) (19,5 mm) y
para el diol-lactona (57) (17,4 mm). En el caso de epdxido (56), la cantidad aplicada fue
de 1,0x10° M y en el caso de (57), 1,0x10-8 M por planta, en el bioensayo del segundo

entrenudo del frijollésl.
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OH

HO,, 46:R = t-Bu
) 47:R=n-C3H,
48: R = ciclohexil
= 49: R = ciclopentil
HO 50: R = ciclobutil
51: R = ciclopropil
0
(o]
o )’S/k/ iz
C3F7
R
"
HO”//,,, O\,\,,h' Ho//,,,,
o 54:R = o-OH
HOV 55:R = B-OH HO™

Figura 1.10 Estructuras de andlogos de brasinoesteroides con cadenas laterales de tipo 24-alquil; 24-
cicloalquil y grupos ésteres en posicion 17 4.

Teniendo en consideracidén los significativos cambios introducidos en la cadena
lateral de anadlogos de BRs y el posible efecto bioldgico que esto puede producir, otros
autores han reportado la sintesis de los compuestos (58-61) (Figura 1.11) con cadenas
laterales mas cortas del tipo 24-nor, 22-23-dihidroxi-colanos; sin embargo, la actividad
biolégica de estos compuestos no fue informadaléél. Adicionalmente, se informé un nuevo
método para la sintesis de los compuestos (61) y (62) (Figura 1.11). Aunque, estos fueron
evaluados como potenciales inhibidores del sistema neuroinflamatoriol671.

Por otra parte, y considerando estas modificaciones en la cadena lateral (24-nor),
se sintetizaron otros analogos de 2-desoxi-BRs a partir del acido desoxicoélico (63), que
contienen funciones oxigenadas en el anillo C, con cadena lateral del tipo 24-nor, 22(5)-
23-dihidroxilo y con fusién cis de los anillos A/B (compuestos 64-67), Figura 1.11). Las
actividades promotoras del crecimiento en plantas de los compuestos (64) y (67) fueron
evaluadas en los bioensayos de elongacion de hipocotilos y en la expansion de los
cotiledones de rabano. En este caso el compuesto (64) mostro6 actividad promotora del
crecimiento a una concentracion de 1,0x10-5> mg/mL en ambos bioensayos, mientras que
el compuesto (67) mostré un efecto inhibidor en el ensayo de expansion de cotiledones
a la misma concentraciénlé8 69, Siguiendo la misma linea, recientemente se informo la
sintesis de nuevos analogos 2-desoxi-BRs con funcionalizacion 11-oxo-123-hidroxi en el

anillo C y con cadena del tipo 24-nor-22(S)-23-dihidroxi y 22(S)-23-diacetoxi
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(compuestos 68-70) (Figura 1.11), para estos compuestos no se informaron datos de

actividades bioldgicas y fueron preparados desde acido desoxicolico (63)[701.

2,
2,

CO,H

HO,,

W

H 0\\\\\“' : W A HO'

H
0]

58: C22 B-OH 60: R = OH; C22 B-OH Acido desoxicolico (63)
59: C22 a-OH 61: R = OH; C22 a-OH
62: R = H; C22 0-OH

"

R,0"
H
64:R; =AGR,=R;=H 67 68:R; =R, =Ac; R3=R,=H
65:Ry =Ry =Ry = Ac 69:R; =R, =Ry =R, = Ac
66:R; =R, =Ry =H 70:R; =R, =Rz =R, =H

Figura 1.11 Estructuras de andlogos de brasinoesteroides con cadenas laterales de tipo 24-nor colanos,
preparados desde dcido hiodeoxicélico (14) y dcido desoxicélico (63).

Por otro lado, el grupo de Investigaciéon en Sintesis Organica y Evaluaciones
Biolégicas de Analogos de BRs del Departamento de Quimica de la U.T.F.S.M,
recientemente ha desarrollado una ruta de sintesis alternativa para la obtencién de
analogos de BRs del tipo 2-desoxi-24-nor-22(S), 23-dihidroxi-5a-colanicos.
Considerando esta ruta de sintesis, se logr6 obtener el analogo (62) y los nuevos analogos
(71) y (72) (Figura 1.12), desde acido hiodeoxicélico (14). Estos tres analogos, fueron
evaluados en el bioensayo de inclinacién de la ldmina de arroz, donde el compuesto (62),
mostrd los mejores resultados de acuerdo con los datos de la Tabla 1.3, inclusive con
mayores valores que brasinolida (1) a las concentraciones de 1,0x107 My 1,0x10-8 M,
mientras que el andlogo (72), fue menos activo que (62), pero mostrd mayores valores

que brasinolida (1), a las mismas concentraciones indicadas anteriormentel7%. 721,
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o™

Figura 1.12 Estructuras de nuevos andlogos de brasinoesteroides del tipo 2-desoxi-24-nor-22(S), 23-
dihidroxi-5a-coldnicos.

Tabla 1.3 Efecto de analogos 2-desoxi-24-nor-22(S), 23-dihidroxi (62), (71) y (72) sobre el
ensayo de inclinacién de la Idmina de arroz posterior a las 48 horas.

Angulo de inclinacién de la lamina de arroz (°)
Analogos de BRs/concentraciéon (M) 1,0x10M 1,0x107M 1,0x108M

Brasinolida (1) (C*) 70+75° 41+45° 31+11,0°
(62) 62+12,4° 6027° 35+£2,7°
(71) 46 £ 2,7° 37+4,2°  40x27°
(72) 48 +8,7° 24 +2)2° 18 +0,0°
Agua (C) 7+0,0

(C+: Control positivo; C-: Control negativo).

Teniendo en cuenta la informacién recopilada, en este proyecto se propone la
sintesis de nuevos analogos de BRs, que mantengan tres de los cuatro requerimientos
estructurales de los BRs naturales, como lo son: 1) grupo 3a-hidroxi en el anillo A, 2)
fusion de anillos A/B trans, 3) funcién cetona y/o lactona en el anillo B, con estructuras
del tipo 2-desoxi y con modificaciones en la cadena lateral del tipo 24-nor-22(R), 23-
dihidroxi-5a-colanicos, compuestos (73), (74) y (75) (Figura 1.13). Estos nuevos
analogos seran preparados desde el acido hiodeoxicdlico (14). La obtencién de estos
nuevos derivados tiene por objetivo, introducir la configuracién R en el carbono 22
debido a que, seguin los antecedentes bibliograficos, con este tipo de estereoquimica en
esta posicion, se espera lograr un mayor aumento en la actividad biolégica en el ensayo
de inclinacion de la ldmina de arroz. Adicionalmente al poseer cadena lateral del tipo 24-

nor colanica se evaluari el efecto en la actividad biolégica de este nuevo rasgo estructural.
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Ho""

73

0

Figura 1.13 Estructuras de nuevos andlogos de brasinoesteroides del tipo 2-desoxi-24-nor-22(R), 23-
dihidroxi-5 a-coldnicos, propuestos en este proyecto.
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HIPOTESIS

Teniendo en consideracién los antecedentes bibliograficos sefalados
anteriormente, se propone que: “Nuevos Brasinoesteroides del tipo 2-desoxi-3o-hidroxi,
con funcién cetona en C-6, funciéon 7-oxa-6-0xo y/o 6-oxa-7-oxa lactona, con cadena
lateral mas corta de tipo 24-nor y funcion 22 (R), 23-dihidroxi, de estructuras analogas a
los brasinoesteroides naturales, mostraran actividad biolégica de tipo hormonal, en el

crecimiento de plantas”.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo General.

Sintetizar tres nuevos analogos de BRs, que mantengan tres de los cuatro
requerimientos estructurales de los BRs naturales, como lo son: 1) grupo 3a-hidroxi en
el anillo A (tipo 2-desoxi), 2) fusion de anillos A/B de tipo trans, 3) funcién cetona y/o
lactona en el anillo B, con modificaciones en la cadena lateral del tipo 24-nor-22(R), 23-
dihidroxi-5a-colanicos. Evaluar la actividad biol6gica de los nuevos analogos sintetizados

en el crecimiento de plantas.

2.2 Objetivos Especificos.

1. Sintetizar los compuestos intermedios (77), (78a-b), (79) y (80) indicados en el
Esquema 3.1 (Metodologia) desde el acido (76), caracterizar por métodos fisicos y
espectroscopicos los productos obtenidos.

2. Determinar las estructuras de los epimeros (79) y (80) por métodos fisicos y
espectroscopicos y establecer la estereoquimica absoluta en el carbono de la posicion
C-22.

3. Sintetizar el nuevo analogo (73), su epimero (62) y determinar la estructura de ambos
epimeros indicados en el Esquema 3.2 (Metodologia).

4. Sintetizar los derivados intermedios (81-82) y los analogos de brasinoesteroides (74)
y (75) indicados en el Esquema 3.3 (Metodologia), caracterizar por métodos fisicos y
espectroscopicos de los productos obtenidos.

5. Evaluar la actividad biolégica de los analogos finales (73), (74) y (75), mediante el
ensayo biolégico de inclinacién de la Idmina de arroz, en la especie Oryza sativa, variedad

Zafiro.
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CAPITULO 3 - METODOLOGIA

3.1 Sintesis quimicas

Se utilizara el derivado (76) (Esquema 3.1) como sustrato de partida para la
obtencién de los nuevos analogos 2-desoxi-BRs (73-75). Este derivado sera
proporcionado por el Laboratorio de Sintesis Organica del Departamento de Quimica de
la U.T.F.S.M,, el cual fue preparado desde el acido hiodeoxicdlico (14)[73], que es un
producto natural y esta disponible en forma comercial, tiene un costo relativamente bajo
y lo mas importante es que tiene las funciones orgéanicas en posiciones adecuadas para
las transformaciones quimicas que permitiran la obtencién de estos nuevos analogos.
Adicionalmente, un importante nimero de trabajos se han descrito previamente por
otros autores para las transformaciones de (14)[38 43,44, 48,49, 66,74-77],

Dado que se dispone del derivado (76) se utilizara como material de partida para
preparar los nuevos analogos propuestos de BRs. Entonces el primer paso en la ruta
requiere la degradacidon de la cadena lateral para transformarla en derivados del tipo 24-
nor, de tal forma que el alqueno (77) (Esquema 3.1) puede prepararse por reacciéon de
descarboxilacion oxidativa con Pb(OAc)s o PhI(OAc),, desde el acido (76), como se ha
reportado para la obtencién de otros acidos biliares con estructuras similares!ss. 69,72, 74,
781, El paso siguiente consiste en la reaccion de dihidroxilacion del alqueno (77), aun
cuando algunos autores han reportado que la adicién electrofilica al doble enlace en la
posicion C-22 con 0s0479, RuClz/NalQ467], o reaccion de Prevost-Woodward con
I,/AgOAcB8], produce predominantemente el epimero con configuracién (S) en C-22.
Mientras que la dihidroxilacién directa de Sharpless sobre el doble enlace C-22-23 con un
inductor quiral (sistema DHQD-CLB/CH3SO:NH2/K,CO3/K3[Fe(CN)¢]/0s04)801 o
epoxidacion directa con m-ACPB, produce mayoritariamente la configuracién (R) en el C-
221791, Razo6n por la cual se utilizara el método de Sharpless para acceder a la mezcla de
dioles (78a-b) (Esquema 3.1). En estudios desarrollados se ha comprobado que esta
mezcla (78a-b) no es posible separarla por métodos tradicionales de cromatografia en
columna y/o re-cristalizaciones!?2 73], por lo cual se procedera a derivatizar la mezcla
selectivamente en la posicién C-23, en forma de ésteres monobenzoatos(72 73], generando

los derivados (79 y 80) (Esquema 3.1).
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i hed )

Pb(0A),/Cu(0AC),
i L A i
76 CeHe/CsHsN

78a: C-22(R)
(rer. 71y 72) AcO"

0s0,
- (CH3);COH/ML0 o0 78b: C-22(5)
H : (dihidroxilacién de Sharpless)

OH 0 0 0

o™
4cido hiodeoxicélico (14) lzl;l(;(C)]czl
DMAP

0,
>/ Ph
0

1)ccC.
-
2) recristalizacién |
Aco" Aco™

o 0 (4]

Ph
J

79: C-22(R)

Aco™” 80: C-22(5)

Esquema 3.1 Estrategia de sintesis propuesta para obtener los derivados monobenzoatos (79) y (80)
desde el acido (76).

Posteriormente, por medio de reaccién de saponificaciéon en condiciones suaves
de los derivados (79) y (80), se obtendran los analogos (73) y (62), respectivamente
(Esquema 3.2). Para la determinacion de la estereoquimica en la posicion C-22 del triol
(73), se realizara un estudio comparativo y de correlacion con los datos de
desplazamientos quimicos de sefiales de los espectros de 1H y 13C RMN con las sefiales del

compuesto (62)171.72],

Ph
K,CO;
MeOH/reflujo

Aco™” o

Ph
K,CO;

MeOH/reflujo
Ho™'

Aco™”
0 0

Esquema 3.2 Reaccién de saponificacién para obtener los andlogos 2-desoxi BRs (62) y (73).

Para obtener los nuevos andlogos de BRs 2-desoxi lactonas (81) y (82) (Esquema
3.3), el paso consiste en introducir el grupo lactona (7-oxa y 6-oxa) en el anillo B. Esta
incorporacion se puede realizar por medio de la reaccidn de oxidacion de Baeyer-Villiger
con el sistema (CF3C0),0/H;0- sobre el derivado monobenzoilado (79) (Esquema 3.3),
debido a que es conocido que la oxidaciéon de esteroides del tipo 5o-6-ceto con
sustituyentes oxigenados en las posiciones 2a-3a, 3a y/o 3B, pueden ocurrir con un

control regioselectivo para la formaciéon de lactonas de tipo 7-oxa, cuando grupos
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electroatractores (acetilol43. 48, 49, 66,75, 81] benzoilol*3. 811, tosilol43. 81, trifluoroacetilol8!l y
acetonidol48]) estan presentes en la posicion C-3[81l, Ademas, se ha demostrado que los
rendimientos globales de lactonizacién son mayores con la presencia de estos grupos
electroatractores, que cuando esta oxidacién se lleva a cabo en presencia de grupos
hidroxilo libresi82l. Adicionalmente ocurre una regioselectividad similar en la oxidacién
de Baeyer-Villiger de esteroles con el sistema m-ACPB/NaHCOs/CH:Cl;, pero las

reacciones se desarrollan muy lentamentel8? 83],

CF3C03H
[ i
CHCl,/0°C

Aco"”

Aco™

Aco™”

K,CO3 K,CO3
MeOH/Refluj; MeOH/Reflujo

o™

Esquema 3.3 Estrategia de sintesis para la obtencién de las lactonas (81) y (82) y los nuevos analogos 2-
desoxi BRs (74) y (75), desde el derivado monobenzoato (79).

Por lo tanto, la reaccién de oxidacién de Baeyer-Villiger con el sistema
(CF3C0)20/H30; sobre el derivado monobenzoilado (79), producira las lactonas (81) y
(82), donde se espera que el regiocontrol de la oxidacién forme mayoritariamente la
lactona 7-oxa (81) por sobre la (82) (Esquema 3.3), como fue descrito para la sintesis de
analogos de estructura similarl7t72l. Finalmente, por medio de reaccion de saponificacion
en condiciones suaves (K.CO3/MeOH/reflujo), y siguiendo el protocolo descrito para

analogos de estructura similar(7172], se obtendran los nuevos analogos de BRs (74) y (75).
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3.2 Evaluaciones biologicas

3.2.1 Material vegetal

Las semillas de arroz a utilizar seran proporcionadas por el Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA) y corresponden a Oryza sativa variedad denominada
Zafiro. El estudio de los efectos de los nuevos analogos de brasinoesteroides sobre el
crecimiento, sera llevado a cabo con la colaboracién de la Dra. Katy Diaz Peralta
perteneciente al Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Federico Santa

Maria, Valparaiso, Chile.

3.2.2. Test de inclinacion de la lAmina de arroz

Para determinar la actividad sobre la elongacién de la lamina de arroz de los
andlogos de BRs se utilizaran semillas de arroz (Oryza sativa) variedad Zafiro, facilitadas
por el Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA-La Platina. Las semillas se lavaran
y se dejaran en remojo con agua destilada estéril durante 24 horas, luego se sembraran
en sustrato/perlita/vermiculita (2:1:1).

Una vez que las plantas alcancen el tamafio ideal para obtener el segundo
internado de la lamina, se cortaran los segmentos de la hoja, que consiste en la segunda
lamina foliar (5 cm de largo) y la segunda lamina conjunta y la vaina (4 cm de largo), éstos
segmentos se incubaran en 60 mL de agua destilada estéril y se probaran a distintas
concentraciones de brasinolida (BL) y los andlogos de BRs (1,0x10-6 M, 1,0x107 M y
1,0x10-8 M) y el control negativo que sélo llevara agua. Después de incubar durante 48
horas a 25°C en oscuridad, la magnitud de la apertura del angulo se medira entre la hoja
y la vaina. (Versién modificada de Wada et al,,[37. 711). El control positivo utilizado sera

brasinolida (1) (APE*BIO).
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CAPITULO 4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y Equipos: Sintesis organica

4.1.1 Solventes

Los solventes utilizados fueron adquiridos desde Sigma-Aldrich, Merck y Fluka A.G.

en grado analitico (p.a.)

Solventes de grado técnico purificados por destilacion y posterior secado con sulfato

de magnesio anhidro (MgS04) o cloruro de calcio anhidro (CaCly).

Acetato de etilo, CH3COOC;Hs, Merck (EMSURE) (destilacién a77° C).
Benceno, CsHg, Merck, (EMSURE).

Cloroformo deuterado 99,96 atom % D, CDCls, Sigma-Aldrich.
Cloroformo, CHCl3, Merck (EMSURE).

Diclorometano, CH»Cl,, Merck (EMSURE) (destilaciéon a 40° C).

Eter dietilico, (C2Hs)2, Merck (EMSURE).

Eter de petréleo, MTEDIA.

Hexano, CH3(CH2)4CH3, Merck (EMSURE) (destilacion entre 60° a 80° C).
Metanol, CH30H, Merck (EMSURE).

Metanol deuterado 99,8 atom % D, CD30D, Sigma-Aldrich.
Terc-butanol, (CH3)3COH, Merck (EMSURE).

4.1.2 Insumos

Benzofenona, 99%, (C¢Hs)2CO, Sigma-Aldrich.

Bicarbonato de s6dio, NaHCOs, Merck.

Bisulfato de potasio, KHSO4, Sigma-Aldrich.

Bromuro de potasio, KBr, MERCK (EMSURE).

Cloruro de sodio, NaCl, Merck (EMSURE).

Cromatoplacas de silicagel 60 Fzs4 Merck.

Papel filtro 125 mm, Filtros Anoia S. A.

Papel pH, Prolabo.

Silicagel para cromatografia en columna (0,040-0,063 mm), MERCK.
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° Silicagel 60 para cromatografia en columna (0,063-0,200mm) Merck.
° Sodio, 99,9%, Na, Sigma-Aldrich.
e  Sulfato de magnesio anhidro, MgS04, Merck (EMSURE).

° Tiosulfato de sodio pentahidratado, Na,S,03*5H-0, Analar.

4.1.3 Reactivos

e Acetato de cobre Il monohidratado, 98%, Cu(Ac0),*H-0, Sigma-Aldrich.

e Acetato de plomo 1V, Pb(AcO)s4, Sigma-Aldrich.

e Acido hiodeoxicélico p.a, 98%, C24H4004, AK Scientific, Inc.

e Acido sulfurico, 98%, 1,84 g/mL, HS04, Merck (EMSURE).

e Acido clorhidrico, p-a, 37%, 1,19 g/mlL, HCl, Merck (EMSURE).

e Anhidrido acético, 98,5%, 1,08g/mL, (CF3C0).0, Merck (EMSURE).

e Bicarbonato de sodio, NaHCOs3, Sigma-Aldrich.

e (Carbonato de potasio, 99%, K>CO3, Sigma-Aldrich.

e C(Cloruro de benzoilo, PhCOCI, 99%, Sigma-Aldrich.

e Hexacianoferrato (III) de potasio, KsFe(CN)e, 99,0% Sigma-Aldrich.

e Metanosulfonamida, CH3SO,NH>, 97%, Sigma-Aldrich.

e Perodxido de hidrégeno, H,0>

e Piridina, anhidra 99,8%, CsH;sN, Sigma-Aldrich.

e Solucién reveladora H2S04 10% v /v.

e Tetraéxido de osmio, 98%, 0s0Qs, Sigma-Aldrich.

e 4-clorobenzoato de hidroquinidina, 98%, DHQD-CLB, C27H29CIN,03, Sigma-
Aldrich.

e 4-(dimetilamino)piridina, (DMAP), C7H10N>, Alfa-Aesar.

4.1.4 Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas cromatograficas de Silicagel Merck 60F 254. Fueron eluidas con
mezclas de acetato de etilo y hexano en proporciones adecuadas para cada muestra. Los
cromatogramas se revelaron en luz ultravioleta (UV 365 nm) y por pulverizado de la
placa con una solucién acuosa de acido sulfarico al 10%, con posterior calcinacién sobre

una placa calefactora.
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4.1.5 Cromatografia en columna

Se realizaron con Silica gel Merck 60 (0,032 -0,063 mm) o Silicagel 60 Merck (0,063-
0,2 mm). Los eluyentes fueron mezclas de acetato de etilo y hexano aplicadas en

diferentes gradientes de polaridad y se indican en cada caso.

4.2 Instrumentos y Equipos

Puntos de Fusion (PF): Los puntos de fusién fueron medidos en un instrumento
StuartTM melting point apparatus SMP3. El cual posee bloque de calefacciéon que se
acomoda en tres tubos capilares. Para el control de temperatura cuenta con sensores
Pt100. La calefaccion es programable, contiene calentamiento rapido a 10°C/min a unos
pocos grados del punto de fusién esperado y también cuenta con velocidades de rampa
mas lentas.

Espectros de infrarrojo (IR): Los espectros IR fueron registrados en un
espectrometro Thermo® Nicolet 6700 y se midieron en discos de bromuro de potasio
(KBr). Las frecuencias de absorcién fueron expresadas en nimero de onda (cm-1).

Espectro de Masa de Alta Resolucion (HRMS ESI): Los espectros de Masas de
Alta Resolucidn fueron registrados en un espectrémetro de masas Exactive Plus Orbitrap
(Thermo Scientific, Bremen, Alemania). El analisis de los productos se realiz6 con los
siguientes parametros relevantes: temperatura del calentador 100 °C; flujo de gas de la
envoltura 5 (unidad arbitraria); Flujo de gas de barrido 0 (unidad arbitraria) y voltaje de
pulverizacion 3.0 kV en modo negativo. Las mediciones de masa precisas se realizaron a
un poder de resolucién de 140,000 FWHM en el rango m/z 300-500.

Espectros de resonancia magnética nuclear (RMN): Los espectros (1H-RMN,
13C-RMN, DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC) fueron registrados en un espectrémetro
digital Bruker Avance 400. Las mediciones fueron llevadas a cabo utilizando como
solvente cloroformo deuterado (CDCI3) o metanol deuterado (CD30D) al 99,8%. Los
desplazamientos quimicos (§) son expresados en partes por millon (ppm) y las
constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). Como referencia se utiliz6 el desplazamiento
quimico de las sefiales residuales para los espectros de H: dcpciz = 7,24 ppml84, Scpson(n
= 3,31 ppml84, &cpzop(z) = 4,78 ppml84l; y las sefiales residuales para los espectros de 13C:

Aepeiz = 77,23 ppml84ly depsop = 49,2 ppmi84, respectivamente.
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4.3 Materiales y equipos: bioldgicos

Los materiales y reactivos utilizados para realizar las evaluaciones biolédgicas de los

analogos de BRs se detallan a continuacion:

Como control positivo se utilizé el compuesto brasinolida (BL), C2gHagOs,
adquirido desde APE BIO, Boston, MA, USA.

Los fungibles principales fueron materiales de plasticos como placas petri, tubos
eppendorfy falcon y puntas de micropipeta P10, P200, P1000 y P5000.

Los materiales utilizados para llevar a cabo la siembra de las plantas fueron

sustrato, perlita, vermiculita, macetas y bandejas.

Los equipos utilizados fueron:

Gabinete de bioseguridad tipo Il NUARE.

Camara de crecimiento de plantas BIOBASE, bajo condiciones controladas de
temperatura, humedad y fotoperiodo.

Lupa estereoscépica Marca Leyca con cadmara fotografica incluida para el registro

de los resultados cualitativos de los dngulos de inclinacién en la ldmina de arroz.

4.4 Abreviaturas generales

Ac;0 Anhidrido acético

AcOEt Acetato de etilo

anh. Anhidro

cc Cromatografia en columna
CCF Cromatografia en capa fina
DCM Diclorometano

DMAP 4-dimetil amino piridina
DHQD-CLB: 4-clorobenzoato de hidroquinidina
Et,0 Eter dietilico

Hex. Hexano

MeOH Metanol

MsO Metanosulfonato

N> Nitrégeno

NMO N-metilmorfolina N-6xido
Py Piridina
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T°amb. : Temperatura ambiente

0,2:9,8 - 10:0,0 : Gradientes de polaridad en C.C.

ADE : Agua destilada estéril.
BL : Brasinolida (1) C2sHagOe.
ILA : Inclinacién de la Lamina de Arroz.

4.5 Abreviaturas en resonancia magnética nuclear

RMN :  Resonancia Magnética Nuclear.

6 :  desplazamiento quimico.

ppm :  partes por millén.

S :  singlete.

s.a :  singlete ancho.

d :  doblete.

t :  triplete.

dd :  doble doblete.

dt :  doble triplete.

ddd :  doblete de doble doblete.

m :  multiplete.

Ji :  constante de acoplamiento.

2] y3f : acoplamiento escalar heteronuclear a dos y tres enlaces,
respectivamente.

DEPT . Distortionless Enhacement by Polarization Transfer.

HSQC : Heteronuclear Single Quantum Correlation.

HMBC :  Heteronuclear Multiple Bond Connectivities.

1D :  Espectro mono-dimensional.

2D :  Espectro bidimensional.

*H :  Asignacion intercambiable con otro hidrégeno marcado con
asterisco.

*C :  Asignacion intercambiable con otro carbono marcado con
asterisco.
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4.6 Abreviaturas en espectroscopia infrarrojo

e IR : Espectro Infrarrojo

e cm! : Frecuencia en centimetros a la inversa

4.7 Abreviaturas en espectrometria de masas

e  HRMS-ESI: High Resolution Electrospray lonization Mass Spectrometry

e EM : Espectrometria de Masas de Resolucién Unitaria
o [M]* : lon molecular
o [M+1]* : lon molecular + 1

4.8 Sintesis quimicas

Sintesis de 3a-acetoxi-24-nor-5a-22-colen-6-ona (77).

Pb(0A),/Cu(0Ac),

CgHg/C5HgN
Aco™

A un balén de dos bocas provisto de un tubo refrigerante se afiade el compuesto (76)
(4,00 g, 9,25 mmol) y 150 mL de CsHs seco, en agitacion y condiciones de reflujo. Se
adiciona Cu(Ac0)2 (0,29 g, 1,5 mmol) y Py (1,5 mL). La mezcla de reaccién se agita a
reflujo por una hora y se afiade Pb(AcO)4, (9,75 g 22,0 mmol) dividido en cuatro
porciones agregadas en un intervalo de una hora cada una. El término de la reaccién se
monitorea por CCF. La solucién se deja enfriar, se lava con una solucién acuosa de NaCl
hasta obtener pH neutro. Luego de realizar una extraccion discontinua liquido-liquido, la
fase organica se seca con MgS0,, se filtra y seca a presién reducida (el C¢He se recupera
en su totalidad). El producto crudo se diluye en 10 mL de DCM y se separa por
cromatografia en silicagel (silica fina 0,032 - 0,063 mm) utilizando una mezcla de
solventes (éter de petrdleo: EtOAc) en polaridad creciente (19,8:0,2 — 15,8:4,2). El
compuesto (77) se obtuvo con un porcentaje de rendimiento de 74,5 %. Punto de fusion:

64,0-66,1°C (Hex./Et20), IR Vimax (cm-1): 3082 (CH=CH,); 2946; 2909; 2868 y 2849 (C-H),
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1740 (C=0), 1708 (C=0), 1637 (C=C), 1263 (C-0), 1021 (C-0), 988 (CH=CH2), 926
(CH=CH:), *H RMN (400 MHz, CDCl3) ¢ (ppm): 5,66 (ddd,J =17,0; 10,2y 8,4 Hz, 1H, H-
22),5,12 (m, 1H, H-3),4,93 (dd,J=17,0y 1,8 Hz, 1H, H¢rans-23), 4,83 (dd, /= 10,2 y 1,8 Hz,
1H, Hes-23), 2,56 (dd,J= 12,1y 3,2 Hz, 1H, H-5), 2,31 (dd,J = 13,1y 4,5 Hz, 1H, H-7«a), 2,04
(s, 3H, CHsCO), 1,04 (d, J = 6,6 Hz, 3H, H-21), 0,748 (s, 3H, H-19), 0,694 (s, 3H, H-18). 13C
RMN, ver Tabla 4.1. HRMS-ESI (modo positivo): m/z calculado para C2sH3s03: 386,2821
[M]+; encontrado 387,2874 [M+1]+

Sintesis de mezcla epimérica 3a-acetoxi-22(R/S)-23-dihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona
(78ay 78b).

OH

N\

DHQD-CLB/CH;3S0,NH,

78a: C-22(R)
78b: C-22(5)

0s0, |
(CH3);COH/HR0 |\

A una mezcla de terc-butanol/agua (40 mL, 1:1 v/v) se adiciona el compuesto (77) (500
mg, 1,29 mmol), DHQD-CLB (157 mg, 0,331 mmol), CH3SO,NH; (228 mg, 2,33 mmol),
K2CO3, (993 mg, 7,11 mmol) y Ks[Fe(CN)¢] (2494 mg, 7,50 mmol), la cual se deja en
agitacién por 5 minutos. Luego se adicionan 700 uL de solucion de 0OsO4, en terc-butanol
(1,0 g en 20 mL). La mezcla de reaccidn se agita a temperatura ambiente por seis horas,
el avance y término de ésta se monitorea por CCF. Luego de finalizada la reaccion, se
adiciona 10 mL de H,0 y 10 mL de solucién saturada de Na;S;03x5H,0. La muestra se
extrae con acetato de etilo (2 x 30 mL), la fase organica se seca sobre MgSQs, se filtra y el
solvente se evapora completamente en rotaevaporador. El producto crudo se diluye en
10 mL de DCM y se purifica por cromatografia en silica gel (silica 0,063 - 0,2 mm)
utilizando una mezcla de solventes (hex.:EtOAc) en polaridad creciente (19,8:0,2 —
9,8:10,2). Se obtuvo 515 mg, correspondiente a un 95% de rendimiento de la mezcla
(78a/78b) (0,9:1,0). La reaccion se realizd siete veces con porciones de
aproximadamente 500 mg del alqueno, obteniéndose un total de 3,702 g de la mezcla de

dioles (85-95% de rendimiento). Se informa el mejor resultado.
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Sintesis de 3a-acetoxi-23-benzoiloxi-22(R)-hidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (79), 3a-
acetoxi-23-benzoiloxi-22(S)-hidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (80), mezcla epimérica 3a-

acetoxi-22(R/S)-hidroxi-23-benzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-ona  (79-80), 3a-acetoxi-

22(S), 23-dibenzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-ona (83) y mezcla epimérica 3a-acetoxi-
22(R/S) 22, 23- dibenzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-ona (83-84)

OH OH

PhCOCI
CH,Cl,
DMAP
78a: C-22(R) (N2 (8))
78b: C-22(S) AcO"
o 78a:78b= 0,9:1,0

Aco™” Aco™”

Ac 0\\\\-~‘ Ac 0\\\\\‘“ Ac 0\\\\“'

Bajo atmdsfera de N, se disuelve la mezcla (78a/78b) (3,302 g, 7,85mmol), en 75 mL de
DCM, DMAP (95,9mg, 0,785mmol) y Py (5mL, d= 0,981 g/mL), luego la mezcla de reaccion
se enfria a 0-5°C manteniendo la atmdsfera de N». Posteriormente, se adiciona por goteo
lento PhCOCI (1,10 mL, 9,47 mmol, d= 1,21 g/mL) y la mezcla de reacciéon se mantiene
con agitacién lenta por una hora y luego que alcance la temperatura ambiente la mezcla
de reaccion, se mantiene bajo estas condiciones por cuatro horas. El avance y término de
ésta se monitorea por CCF. Luego de finalizada la reaccién, se concentra a presion
reducida hasta un volumen aproximado de 10 mL, se diluye con 40 mL de EtOAc. La
mezcla fue lavada con solucién saturada de KHSO4 y con agua (3 x 30 mL). La fase
organica se sec6d sobre MgS0,, se filtra y el solvente se evapora completamente en
rotaevaporador. El producto crudo se diluye en 10 mL de DCM y purific6 por
cromatografia en silica gel (silica 0,063 - 0,2 mm) utilizando una mezcla de solventes
(hex.:EtOAc) en polaridad creciente (19,8:0,2 — 9,8:10,2), se obtuvo una mezcla de
4,9662 g correspondientes a compuestos mono y dibenzoilados. Posteriormente, se
procede nuevamente al proceso de purificacién por C.-C, en forma sucesiva (tres veces)
para obtener cinco fracciones en el siguiente orden de polaridad. Fraccién I: 283 mg del
compuesto (83). Fraccion II: 3968 mg de la mezcla de los compuestos (83) y (84).
Fraccion III: 248 mg de la mezcla de compuestos (79) y (80). Fraccién IV: 59 mg del
compuesto (79) y Fraccién V: 198 mg del compuesto (80).

34



Programa de Magister en Ciencias, mencién Quimica

El compuesto (79) se obtuvo con un porcentaje de rendimiento de 1,4 %. Punto de fusion:
174,6+1 °C (Hex./Et20), IR vmax (cm1): 3509 (0-H), 2948y 2869 (C-H), 1731 (C=0),1718
(C=0), 1703 (€C=0), 1603 (C=C Ar), 1580 (C=C Ar), 1451y 1379 (C-H), 1277 (C-0), 1157
(C-0), 1088 (C-0), 712 (CH-Ar). tH RMN (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 8,02 (d,J = 7,4 Hz,
2H, Ha-2"), 7,54 (t, ] = 7,4 Hz, 1H, Har-4"), 7,41 (t, ] = 7,8 Hz, 1H, Ha-3"), 5,08 (m, 1H, H-3),
4,36 (dd,/=11,2y 8,4 Hz, 1H, H-23a), 4,23 (dd, /= 11,2 y 3,6 Hz, 1H, H-23b), 4,04 (dd, ] =
8,4y 3,4Hz 1H, H-22),2,54 (dd,J = 11,7y 2,9 Hz, 1H, H-5), 2,28 (dd,/ = 13,4y 4,6 Hz, 1H,
H-71), 2,01 (s, 3H, CH3CO), 0,990 (d, J = 6,1 Hz, 1H, H-21), 0,712 (s, 3H, H-19), 0,668 (s,
3H, H-18). 13C RMN ver Tabla 4.1. HRMS-ESI (modo positivo): m/z calculado para
C32H4406: 524,3138 [M]*; encontrado 525,3204 [M + 1]*.

El compuesto (80) se obtuvo con un porcentaje de rendimiento de 4,8 %. Punto de fusion:
195+1 °C (Hex./Etz0), IR vmax (cm1): 3502 (0-H), 2951, 2936, 2893 y 2870 (C-H), 1730
(C=0), 1715 (C=0), 1693 (C=0), 1601 (C=C Ar), 1276 (C-0), 1070 (C-0), 716 (CH Ar). H
RMN (400 MHz, CDCI3) 6 (ppm): 8,05 (d,/ = 7,4 Hz, 2H, Har-2"), 7,58 (t,/ = 7,4 Hz, 1H, Har
4"),7,46 (t,]=7,4 Hz, 2H, Har-3'), 5,12 (m, 1H, H-3), 4,50 (dd, /= 11,4y 1,7 Hz, 1H, H-23a),
4,20 (dd, J=11,4y 4,2 Hz, 1H, H-23b), 4,06 (m, 1H, H-22), 2,57 (dd, /= 12,0 y 2,9 Hz, 1H,
H-5),2,32 (dd,J = 13,1y 4,5 Hz, 1H, H-7a), 2,04 (s, 3H, CH3CO), 1,06 (d,J = 6,9 Hz, 3H, H-
21), 0,748 (s, 3H, H-19), 0,709 (s, 3H, H-18). 13C RMN ver Tabla 4.1. HRMS-ESI (modo
positivo): m/z calculado para C32H406: 524,3138 [M]+; encontrado 525,3186 [M + 1]*.

El compuesto (83) se obtuvo con un porcentaje de rendimiento de 5,7 %. Punto de fusion:
205,9 £2 °C (Hex./Et20), IR vmax (cm1): 2943 y 2867, (C-H), 1736 (C=0), 1717 (C=0),
1710 (C=0), 1602 (C=C Ar), 1380 (CHs), 1284 (C-0),1112 (C-0),1070 (C-0), 713 (CH Ar).
1H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 8,06 (dd,/ = 8,5y 1,4 Hz, 2H, Ha-2"), 7,97 (dd, /] = 8,5
y 1,4 Hz, 2H, Ha-2"), 7,55-7,50 (m, 2H, Ha-4" y Har-4"), 7,44 (dd, /= 7,9 y 7,9 Hz, 2H, Har-
3"y Ha-5"),7,38 (dd,J=7,9y 7,4 Hz, 2H, Ha-3" y Ha-5’), 5,56 (dt, /] = 9,4y 3,1 Hz, 1H, H-
22),5,12 (ta,J = 2,6 Hz, 1H, H-3), 4,66 (dd, ] = 12,0 y 2,3 Hz, 1H, H-23a), 4,49 (dd,J = 12,0
y 9,4 Hz, 1H, H-23b), 2,57 (dd, J = 12,5y 3,2 Hz, 1H, H-5), 2,34 (dd,J = 13,0 y 4,6 Hz, 1H,
H-7a); 2,05 (s, 3H, CH3CO), 1,16 (d,/ = 7,0 Hz, 3H, H-21), 0,748 (s, 3H, H-19), 0,710 (s, 3H,
H-18). 13C RMN ver Tabla 4.1. HRMS-ESI (modo positivo): m/z calculado para C39H4g07:
628,3400 [M]*; encontrado 629,3461 [M + 1]*.
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Sintesis de 3a-acetoxi-22(S), 23-dibenzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-ona (83) desde (80).

Phcocl
CH,Cl,

DMAP

aco™ (N, () Aco™

Se disuelve el compuesto (80) (100 mg, 0,191 mmol) en 20 mL de DCM, con 1,0 mL de Py,
0,5 mg de DMAP, de PhCOCI (0,5 mL, 4,30 mmol) y 1a mezcla de reaccién se mantiene con
agitacién constante y atmdsfera de N». El avance y término de la reaccién se monitorea
por CCF (2 h). Una vez finalizada la reaccién se reduce el volumen de la reaccién a
aproximadamente a 5 mL y se agregan 20 mL de EtOAc. La fase organica fue lavada con
soluciéon KHSO4 al 5% (2 x 5 mL) y H;0 hasta obtener pH neutro (2 x 10 mL). La fase
organica se seca con MgSO,, se filtra y el solvente se evapora completamente en
rotaevaporador. El producto crudo se diluye en 10 mL de DCM y purifica por CC en silica
gel (silica fina 0,032 - 0,063 mm) utilizando una mezcla de solventes (éter de
petréleo:EtOAc) en polaridad creciente (19,8:0,2 — 14,2:5,8). Se obtiene 114 mg del
compuesto (83) con un porcentaje de rendimiento de 95 %. Los datos espectroscopicos

de IR, tH RMN y 13C RMN fueron consistentes con los obtenidos anteriormente.

Sintesis de 3a-acetoxi-22(S), 23-dibenzoiloxi-24-nor-5a-colan-7-oxolactona (85) y 3a-
acetoxi-22(S), 23-dibenzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-oxolactona (86) desde (83).

Ph Ph

(CF4€0),0
H,0,

CHCy

0°C Aco™ Aco™”

Aco™”

Preparacién del agente oxidante: H;0, 30% M/M (0,40 mL, 26,5 mmol) se gotea
lentamente sobre una solucién de (CF3C0)20, (1,20 mL, 6,00 mmol en 3 mL de CHCI3) a
0°C y se agita por 30 minutos. Esta mezcla oxidante (4,2 mL) se adiciona sobre una

solucién de compuesto (83) (74,9 mg, 0,119 mmol en 10 mL de CHCI3) manteniendo la
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reaccion a 0°C por una hora y luego a temperatura ambiente por 24 horas bajo atmédsfera
de N». El avance y término de la reaccién se monitorea por CCF. La mezcla de reaccion se
concentra en rotaevaporador a un volumen aproximado de 5 mL. Se agrega 40 mL de EtO,
y luego la mezcla se lava con una solucién saturada de NaHCOs (2 x 20 mL) y luego con
H20 (2 x 10 mL). La fase organica se seca sobre MgS0s,, se filtra y el solvente se evapora
completamente en rotaevaporador. El producto crudo se diluye en 5 mL de DCM, se
purifica y separa por cromatografia en columna (silica fina 0,032 - 0,063 mm) utilizando
una mezcla de solventes (hexano:EtOAc) en polaridad creciente (0,2:48,0 — 23,8:26,2).
Se obtienen tres fracciones: Fraccion I, 29,8 mg del compuesto (85), Fraccién I, 24,6 mg

de la mezcla de (85) y (86) y Fraccién IlI, 20,5 mg del compuesto (86).

El compuesto (85) se obtuvo con un porcentaje de rendimiento de 38,8 %. 1H
RMN (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 8,06 (dd, J = 8,7 y 1,4 Hz, 2H, Ha-2"), 7,96 (dd,J=8,7 y
1,2 Hz, 2H, Har-2"), 7,58-7,51 (m, 2H, Ha-4" y Har-4'), 7,44 (dd, /] = 7,8 y 7,8 Hz, 2H, Ha-3”
y Ha-5"), 7,39 (dd, /= 7,5y 7,5 Hz, 2H, Ha-3" y Har-5’), 5,56 (dt,J = 9,3y 3,0 Hz, 1H, H-22),
5,09 (sa, 1H, H-3), 4,64 (dd, /= 12,1y 2,2 Hz, 1H, H-23a), 4,47 (dd,J = 12,1y 9,3 Hz, 1H,
H-23b), 4,16-4,06 (m, 2H, H-7a y H-7p), 3,04 (dd, /= 12,4 y 4,3 Hz, 1H, H-5), 2,09 (s, 3H,
CH3CO0), 1,15 (d,J/ = 7,7 Hz, 3H, H-21), 0,907 (s, 3H, H-19), 0,742 (s, 3H, H-18).

El compuesto (86) se obtuvo con un porcentaje de rendimiento de 26,7 %. 1H
RMN (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 8,06 (dd, J = 8,4y 1,2 Hz, 2H, Ha-2"), 7,97 (dd,J = 8,7 y
1,5 Hz, 2H, Har-2"), 7,58-7,51 (m, 2H, Ha-4” y Har-4"), 7,44 (dd, ] = 8,0 y 8,0 Hz, 2H, Ha-3”
y Har-5"), 7,39 (dd,J=7,7y 7,7 Hz, 2H, Har-3" y Ha-5"), 5,55 (dt, /=9,4 y 2,5 Hz, 1H, H-22),
5,14 (sa, 1H, H-3), 4,64 (dd, /= 11,8 y 2,4 Hz, 1H, H-23a), 4,50-4,45 (m, 2H, H-23b y H-5),
2,58-2,46 (m, 2H, H-7a y H-78) 2,09 (s, 3H, CH3CO), 1,15 (d,J = 7,7 Hz, 3H, H-21), 0,916
(s, 3H, H-19), 0,738 (s, 3H, H-18).
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Sintesis de 3a, 22(R), 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (73)

OH

0

>/Ph

0
1) K,C03/MeOH
—_—

2) HCI 2%

Ho""
0 0

Aco™

Se disuelve el compuesto (79) (87 mg, 0,17 mmol) en 30 mL de CH30H, con agitacion
suave y condiciones de reflujo. Se agrega 10 mL de solucién de K,CO3z al 15% y se
mantienen las condiciones hasta el término de la reaccién, indicado por CCF, noventa
minutos. La muestra se concentra en rotaevaporador hasta sequedad. Posteriormente, se
adiciona 10 mL de solucién de HCl 2,5% y el precipitado formado fue lavado con 10 mL
de soluciéon 10% de NaHCOs y luego con agua (10 mL), hasta tener pH neutro en los
lavados. El sélido fue secado al vacio hasta mantener peso constante. Se obtiene 52 mg
del compuesto (73) con un porcentaje de rendimiento de 82,8 %. Punto de fusion:
210,51 °C (Et;0/MeOH), IR vmax (cm1): 3421 (0-H), 2941 y 2867, (C-H), 1703 (C=0),
1461 (C-H), 1380 (CHs), 1284 (C-0), 1051 (C-0). tH RMN (400 MHz, CD30D) 6 (ppm):
4,07 (ta, 1H, H-3), 3,73 (ta, J = 6,5 Hz, 1H, H-22), 3,53 (dd, / = 10,9 y 7,1 Hz, 1H, H-23a),
3,46 (dd, /=109y 6,5 Hz, 1H, H-23b), 2,78 (t,/ = 7,9 Hz, 1H, H-5), 2,24 (dd, /= 13,0y 4,7
Hz, 1H,H-7a), 2,13 (ta,/ = 13,0 Hz, 1H, H-7p), 0,925 (d,] = 6,3 Hz, 3H, H-21), 0,762 (s, 3H,
H-19), 0,753 (s, 3H, H-18). 13C RMN ver Tabla 4.2. HRMS-ESI (modo negativo): m/z
calculado para: C23H3304:378,2770 [M]*; encontrado 377,2702 [M - 1]+

Sintesis de 3a, 22(S), 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (62)

0
W/Ph

(o]

1) K,C0;/MeOH
B ———

2) HC1 2%

Aco™ ao™

Se disuelve el compuesto (80) (50 mg, 2,46 mmol) en 30 mL de CH3OH, con agitacion

suave y condiciones de reflujo. Se adiciona 10 mL de solucién de K,CO3 al 15% y se
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mantienen las condiciones hasta el término de la reaccién, indicado por CCF, noventa
minutos. La muestra se concentra en rotaevaporador hasta sequedad. Posteriormente, se
agrega 5 mL de solucién de HCl 2,5% y el precipitado formado se lava con 5 mL de
soluciéon 10% de NaHCOs3 y luego con agua (10 mL), hasta tener pH neutro en las aguas
de lavado. El sélido se seca al vacio hasta mantener peso constante. Se obtienen 32,5 mg
del compuesto (62) con un porcentaje de rendimiento de 90 %. Punto de fusion: 229,1+5
°C (Et20/MeOH), IR vimax (cm-1): 3387 (0-H), 2940, 2906 y 2871 (C-H), 1700 (C=0), 1246
(C-0),1050 (C-0), 754 (CH). 1H RMN (400 MHz, CD30D) 6 (ppm): 4,04-4,03 (m, 1H, H-3),
3,71 (dt,J =89y 3,2 Hz, 1H, H-22), 3,60 (dd, J = 11,3 y 2,7 Hz, 1H, H-23a), 3,40 (dd, J =
11,3y 8,9 Hz, 1H, H-23b), 2,74 (t,] = 7,9 Hz, 1H, H-5), 2,21 (dd, J = 13,1 y 4,8 Hz, 1H, H-
7a), 2,11 (ta,J = 13,1 Hz, 1H, H-7B), 2,04 (dt,J = 12,2y 2,2 Hz, 1H, H-12f3), 0,943 (d,] =
6,9 Hz, 3H, H-21), 0,732 (s, 3H, H-19), 0,716 (s, 3H, H-18). 13C RMN ver Tabla 4.2. HRMS-
ESI (modo positivo): m/z calculado para: C23H3804: 378,2770 [M]*; encontrado 379,2823
M+ 1]
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Tabla 4.1. 5 (ppm) de 3C RMN (CDCl3, 100,6 MHz) para los compuestos (77), (79), (80) y (83).

N°C

O© O I O U1 & WIN =

N NN R b b e
N =R © O OO0 U1l s WNRO

23
CH3CO
CHsCO

C22-CO-Ar
C23-CO-Ar
C1-Ar
C4’-Ar
C2’-Ary C6'-Ar
C3’-Ary C5-Ar
C1”-Ar
C4”-Ar
*C2”-Ary C6”-
Ar
*C3”-Ary C5"-
Ar

* Sefiales intercambiables.

(77)
32,38
28,19
68,85
25,27
52,27

211,81
46,75

37,92
53,79
41,28
21,06
39,36
42,94
55,41
25,01
23,91
56,80
12,18
12,41
41,10
20,04
144,89
111,84
21,41
170,26

(79)
32,22
27,43
68,73
25,13
52,44
211,81
46,56
37,85
52,00
41,15
20,97
38,26
42,71
53,52
24,87
23,71
56,49
11,83
12,29
39,31
12,30
71,40
68,84
21,32
170,24

166,74
129,80
133,05
129,53
128,31

(80)
32,36
27,41
68,81
25,26
52,58
211,62
46,69
37,90
52,90
41,23
21,06
39,41
43,41
53,72
25,01
24,02
56,41
11,81
12,40
40,33
12,90
71,77
66,39
21,41
170,27

167,01
129,86
133,22
129,63
128,45

(83)
32,36
27,21
68,79
25,25
52,55

211,46
46,65

37,86
52,94
41,49
21,06
39,41
43,49
53,68
25,00
24,00
56,41
11,87
12,39
38,55
13,72
74,60
62,98
21,40
170,24
166,62
165,88
130,33
133,06
129,60
128,35
129,74
133,00
129,63

128,38
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Tabla 4.2. 6 (ppm) de 13C RMN (CD30D, 100,6 MHz) para los compuestos (62) y (73).

N° C (62) (73)
1 32,88 32,90
2 28,73 28,75
3 66,02 66,04
4 28,53 28,58
5 52,84 52,86
6 214,49 215,55
7 47,61 47,63
8 39,45 39,52
9 54,18 53,56
10 42,62 42,64
11 22,19 22,22
12 40,76 39,52
13 44,46 44,00
14 55,08 55,13
15 28,45 28,47
16 25,07 24,91
17 57,56 58,03
18 12,14 12,30
19 12,67 12,67

20 42,01 38,66
21 13,42 12,37
22 75,19 74,45
23 63,19 65,53

4.9 Evaluaciones Biologicas

Como se indic6 en la Metodologia, la actividad promotora del crecimiento de los
compuestos sintetizados se evalud utilizando el bioensayo de ILAI85] y siguiendo un
procedimiento descrito anteriormentel8é 871, Después de remojar las semillas de arroz
(Oryza sativa) en agua destilada estéril durante 48 horas, las semillas se esterilizaron y
cultivaron a 22 °C en una camara de cultivo de plantas bajo fotoperiodo de 16 horas luz/8
horas oscuridad, en macetas con tierra y abundante agua. Las plantulas de arroz se
cultivaron hasta el momento en que su crecimiento fuera homogéneo y presentaran el
segundo internudo en la ldmina principal. Se cortaron segmentos de 5 cm de largo, para
posteriormente incubar seis segmentos por tratamiento en una placa de Petri que

contiene 60 mL de agua destilada y una cantidad finita (0 M, 1,0x10-¢ M, 1,0x107 M,
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1,0x10-8 M) de los analogos de brasinoesteroides en solucién acuosa. Después de dos dias,
se realizé el registro fotografico con una camara digital y se registré la medicién del
angulo entre la ldmina y la vaina del segundo internado con un transportador. Los
resultados fueron expresados como el promedio del tratamiento + de la desviaciéon
estandar; para la simplificacion estadistica se utiliza la prueba de t de Student. Se
obtuvieron datos de n=6-12 repeticiones.

De esta forma se registraron los resultados para los analogos de

brasinoesteroides evaluados en el ensayo de ILA, los cuales se muestran en la Tabla 4.3

Tabla 4.3: Efecto de los andlogos de Brasinoesteroides en la apertura del angulo (°) en el Ensayo
de Inclinacion de la Lamina de Arroz (ILA).

Angulo de inclinacién de la lamina de arroz (°)

Analogos de 1,0x10-¢ M 1,0x10-7 M 1,0x10-8 M
brasinoesteorides.
OH
LU 70 + 7,6* 41+45 31+1,0
o
HO,,
1
HO' Il0 0
i"OH 62+12,4 60 +2,7* 35+2,7*
HO" Hi 62
(o]
L 24 +5,8 31+5 45 +9,5*
HO" }i 73
o]
,,f’"o 70 +1,0* 64 +2,5* 28+29
Ph
ACO\\“(%OS:?
i" 78 +1,5*% 60 +0,0* 49 + 4, 8*

35+29 34+25 24 +25

Ac0"

.
0

C. Negativo 7+4,5

Control positivo: Brasinolida (1); Control negativo agua; * significa aquellos tratamientos

significativos con respecto al control positivo (C*).
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CAPITULO 5 - RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Resultados y Discusiones parte Quimica

Como se indicé anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo fue sintetizar
nuevos analogos de brasinoesteroides, donde el principal cambio estructural es reducir
la longitud de la cadena lateral, pero manteniendo la funcién de glicol en la posiciéon C22-
C23. Generalmente, la introduccién de esta funcion en la cadena lateral es mediante la
reaccion de dihidroxilacion con OsOs, para lo cual se requiere la presencia de un enlace
doble terminal. Para el caso de acidos carboxilicos, esto se puede lograr mediante la
reaccion de descarboxilacion oxidativa previa, usando el sistema Pb(OAc)4/Cu(OAc)..
Este método ha sido propuesto para obtener enlaces dobles terminales a partir de acidos
carboxilicos!75 881, Especificamente, se ha aplicado ampliamente para la degradacién de la
cadena lateral de un gran nimero de acidos biliares, incluidos derivados del acido
hiodeoxicoélico (14)167.68], Adicionalmente, la reaccion de degradacion carboxilica también
se puede llevar a cabo usando el sistema PhI(OAc)2/CuSQO4l67.

En este caso, cuando el 4cido (73) fue tratado con el sistema Pb(0OAc)s/Cu(OAc),,
se logré descarboxilar la cadena lateral y se obtuvo el alqueno terminal (77) con 74,5%
de rendimiento. La formacién del alqueno en la posiciéon C22-C23 fue confirmada por
datos espectroscopicos de tH y 13C RMN. De esta forma, las sefiales observadas a éu = 5,66
ppm (ddd,J=17,0; 10,2 y 8,4 Hz, 1H), 4,93 ppm (dd, /= 17,0 y 1,8 Hz, 1H) y 4,83 ppm (dd,
J =10,2 y 1,8 Hz, 1H) que fueron asignadas a los hidrogenos H-22, H-23¢ans ¥y H-23.is,
respectivamente. Mientras que las sefiales observadas en el espectro de 133C RMN a 6¢ =
144,89 y 111,84 ppm fueron asignadas a los carbonos C22 y C23, respectivamente. Estos
datos espectroscopicos fueron consistentes con los reportados, por otros autores, para
alquenos esteroidales con estructuras similares(67. 81,

Recientemente se ha informado que la dihidroxilacién de Upjohn del alqueno (77)
con 0s04/NMO produce una mezcla 1:7 de dioles epiméricos (78a/78b) con 72,3% de
rendimientol7%. 72l. La obtencion de la mezcla epimérica es un resultado esperado dado
que este efecto fue observado cuando otros nucleos esteroidales con enlace doble en la
posicion C22-C23 (24-nor-colanicos-22-eno) fueron hidroxilados con el mismo
sistemal”9l. Esta reaccion es estereoselectiva, debido a que el epimero 22(S) fue obtenido
como el derivado mayoritario (68% de rendimiento)[”% al igual que otros analogos con

estructuras similares (compuestos (58-62), (66-68) y (70), Figura 1.11)[67-71]. Debido a

43



Programa de Magister en Ciencias, mencién Quimica

que uno de los objetivos de este trabajo consistié en obtener preferentemente el epimero
(78b) (con configuracion R en C-22), se realizé la reaccion de dihidroxilaciéon asimétrica
de Sharpless utilizando un inductor quiral (DHQD-CLB) sobre el alqueno (77), de acuerdo
con un procedimiento descrito para otros analogos(8ol.

En esta oportunidad mediante la reacciéon de dihidroxilaciéon asimétrica de
Sharpless sobre el alqueno (77), se logré obtener la mezcla de los glicoles epiméricos
(78a/78b) con un rendimiento de 95%. La proporcién de los glicoles en la mezcla fue de
(78a/78b) =0,9:1,0, la cual se determiné en base a las areas de integracion de las sefiales
dobletes del grupo CH3-21 en el espectro de tH RMN comparando con el espectro de una
muestra pura del compuesto (78b), segun se indica en la Figura 5.1. De esta forma para
el compuesto (78b), la sefial para el grupo CHz-21 fue observada a ou = 0,962 ppm (d, ] =
6,9 Hz, 3H)[72], mientras que la sefial del grupo CH3-21 para el compuesto (78a) fue
observada a &y = 0,925 ppm (d, ] = 6,7 Hz, 3H).

CH;-21
glicol 78a

CH3-21
Glicol 78b

e

Aco™”

'S

CH;-21

T T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 L5 1.0 com

Figura 5.1. Comparacion entre los espectros de 1H RMN para el glicol (78b) y la mezcla de glicoles
(78a/78b).

El mecanismo por el cual transcurre la reacciéon de dihidroxilacién de Sharpless
propone un ciclo catalitico el cual trascurre con la presencia de un agente co-oxidante
[KsFe(CN)s] que permite la re-oxidacidon de osmio (VI) a osmio (VIII), segun se indica en

la Figura 5.21901,
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R
0 2H,0 + K;,C03
0§0/5v1| OH
RN L OH
R
0. 0 0
\\OS//vm L 0:(‘)‘5/\0 KZQISOZ(OHh-
oMe 0// \\0 ‘ =0
L 2Fe(CN) 3

DHQD-CLB

2Fe(CN) ™

Figura 5.2. Mecanismo con ciclo catalitico propuesto para la reaccién de dihidroxilacion asimétrica de
Sharpless.

Referente a la proporcion de la mezcla de glicoles, en la cual se ve incrementada
la produccion del epimero C-22(R) (compuesto 78a) respecto a la reaccién de
dihidroxilacion de Upjohn, se puede explicar en términos del principio Curtin-
Hammett9192], que establece que la distribucion del producto obtenido de dos
conformaciones diferentes en el equilibrio esta determinada, principalmente, por la
diferencia de energia en el estado de transicién. En otras palabras, la conformacién que
genera el estado de transicion mas estable, tiene la constante de reacciéon mas alta y
produce el producto mayoritario, ademas se considera en funcién del aumento de tamafio
del agente oxidante (0s04), cuando se encuentra formando el complejo con el ligando
quiral (DHQD-CLB) y por la conformacion preferencial que adopta el enlace doble C22-C-
23 frente al ataque del complejo 0sO4-L, donde la conformacién I (cara izquierda) sigue
siendo menos impedida que la conformaciéon II (cara derecha) para el ataque del
complejo 0sO04-L (lo que explica la leve mayor proporcién para el epimero 22 (S)), pero
también mas alejada del grupo CHz-21, lo que permitiria una mayor aproximacion por el
plano izquierdo del enlace doble, y por lo tanto, permite un aumento en la obtencion del

epimero 22 (S), segun se indica en la Figura 5.3.
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L
OH 04' %O OH
‘m,,, ’/\/ OH ; ///”",. OH
ES g, . St 78a

producto levenete
menor

producto levenete mayor

OMe

DHQD-CLB

Figura 5.3. Representacién esquemdtica del ataque del complejo OsO4-L sobre el enlace doble C22-C23, que
muestra la conformacion preferencial para la reaccion de dihidroxilacién asimétrica de Sharpless.

Como se indic6 en la metodologia que no es posible separar los glicoles (78a) y
(78b) desde la mezcla por métodos convencionales (C.C,, cristalizacion, etc.), y siguiendo
con lo propuesto, el paso siguiente consistié en derivatizar esta mezcla mediante la
reaccion de benzoilacion selectiva en la posicion C-23 con cloruro de benzoilo, segtin se
indicé en el Esquema 3.1 de la metodologia, de tal forma de lograr separar los derivados
benzoilados segun se indicé previamente en referencial’2l. Sin embargo, la reaccién de
benzoilacion sobre la mezcla de glicoles (78a/78b), produjo una mezcla de derivados
mono benzoilados en C-23 y dibenzoilados en C-22 y C-23, segun se indica en el Esquema

5.1.

OH

PhCOC1

CH,Cl,

DMAP

78a: C-22(R) (N2 ()
78b: C-22(S) AcO

Aco™” Aco™

0 78a:78b = 0,9:1,0

Aco™” AcO™’

0] 0

Aco™

Esquema 5.1: Reaccién de benzoilacién de la mezcla (78a/78b), que produjo la mezcla de derivados (79-84).
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Luego de reiteradas purificaciones de la mezcla de productos por cromatografia
en columna, se lograron aislar los derivados (79) (1,2 %), (80) (4,0 %), (83) (5,7 %), la
mezcla de epimeros monobenzoilados (79-80) (5,0 %, (79:80) = 1,0:0,7) y la mezcla de
los epimeros dibenzoilados (83-84) (79,9 %, (83:84) = 1,0:0,5). La estereoquimica
asignada como C-22(R) para el epimero (79), fue establecida por comparaciones
considerando los desplazamientos quimicos, constantes de acoplamiento (J) y
multiplicidades en el espectro de 1H RMN para las sefiales de H-22, H-23a, H-23b y CH3-
21, con las equivalentes observadas para el epimero (80), el cual fue reportado
previamente con estereoquimica C-22 (5)[72l. De esta forma las principales diferencias
observadas entre los hidrégenos sefialados se muestran en la Tabla 5.1, donde los
hidrégenos que experimentan mayores variaciones en desplazamiento quimico y valores
de J corresponden a H-23a y CH3-21. Estas variaciones pueden apreciarse de forma
similar al comparar los espectros completos de 1H RMN mostrados en la Figura 5.4, con

lo cual se asigno la estereoquimica en C-22 como R para el epimero (79).

Tabla 5.1. Comparacion entre las sefiales de 'H RMN para H-22, H-23a-b y CH3-21, para los
epimeros (79) y (80).
Seiial Compuesto 79 Compuesto 80
H-22 4,04 ppm (dd, J=8,4y 3,4 Hz, 1H) 4,06 ppm (m, 1H)
H-23a 4,36 ppm (dd,J=11,2y 8,4 Hz,1H) 4,50 ppm (dd,/=11,4y 1,7 Hz, 1H)
H-23b 4,23 ppm (dd,/=11,2y 3,6 Hz,1H) 4,20 ppm (dd, /= 11,4y 4,2 Hz, 1H)
CHz-21 0,990 ppm (d, J = 6,1 Hz, 3H) 1,06 ppm (d, /= 6,9 Hz, 3H)
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H3 193, H23b
’ |l| | ) 2

H-3 H-23a H-23b
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Figura 5.4. Comparacion entre los espectros de 1H RMN correspondientes a los epimeros (79) y (80), donde se
observan las principales diferencias en el desplazamiento quimico entre los hidrégenos H-23a y CH3-21.

La confirmacion de la mono benzoilaciéon en la posicion C-23 para ambos
derivados (79) y (80) fue establecida en primera instancia considerando las
reactividades quimicas de alcoholes primarios y secundarios para la reacciéon de
esterificacion con cloruro de benzoilo, donde se establece que los alcoholes primarios son
mas reactivos que los alcoholes secundarios frente a esta reaccidnl?3.94l. Como segundo
punto, comparando los datos de desplazamientos quimicos de los hidrégenos H-23a y H-
23b entre los espectros de tH RMN de los derivados (79) y (80) con el glicol precursor
(78b) (reportado previamentel’?]), donde se observa claramente un desplazamiento
quimico a campos bajos para H-23a y H-23b en los derivados (79) y (80), debido a la
presencia del grupo benzoato (atractor de electrones) enlazado al &tomo de oxigeno de
la posicion C-23, como se indica en la Tabla 5.1, y en la comparacion de los espectros de
H RMN de ambos epimeros (79) y (80), con el precursor (78b)[72l mostrados en la Figura
5.5.
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Tabla 5.2. Comparacién entre las sefiales observadas de H RMN para H-23a-b en los
compuestos (78b), (79) y (80).

Compuesto 78b Compuesto 79 Compuesto 80
3,64 ppm (dd,/=10,8y 3,6 Hz, 1H)

3,51 ppm (dd,/=10,8y 9,6 Hz, 1H)

4,36 ppm (dd, J=11,2y 8,4 Hz, 1H)
4,23 ppm (dd, J=11,2y 3,6 Hz, 1H)

OH
H-18
H-3 H-23a H-23b
H-19 || H-18
H-21
H-3 H-23a H-23b
| L A A L
H-19 || H-18
H-21
H-23a

g ML

T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 8.5 8.0 7.5 7.0 €.5 €.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.8 1.0 1.5 com

Figura 5.5. Comparacion entre los espectros de 1H RMN correspondientes a los compuestos (78b), (79) y (80),
donde se observan las principales diferencias en el desplazamiento quimico para los hidrégenos H -23ay
H-23b.

Como tercera evidencia experimental, desde los espectros de 1H, 13C, 2D HSQC y
2D HMBC de RMN, para el compuesto monobenzoilado (79), la sefial observada a &¢ =
166,74 ppm fue asignada al grupo carbonilo del éster aromatico. Mientras que las sefiales
adc=133,05,129,81, 129,54,y 128,31 ppm fueron asignadas a los carbonos C-4’, C-1’, C-
2" y C-6’ (sefiales simétricas), C-3’ y C-5’ (sefiales simétricas) del anillo aromatico.
Informacion adicional desde el espectro 2D HMBC indica que fueron observadas las
correlaciones heteronucleares a 3Ju.c entre H-23a (6u = 4,36 ppm,dd, J=11,2y 8,4 Hz,) y
H-23b (6u=4,23 ppm (dd,/=11,2 y 3,6 Hz) con el carbono carbonilico del éster aromatico
(6c = 166,74 ppm), ademas de las sefiales observadas a 3/u.centre HAr-2’' (u = 8,02 ppm,
d, / = 7,4 Hz) con el carbono carbonilico a éc = 166,74 ppm, como se indican en la Figura

5.6. De esta forma se confirma la presencia del grupo benzoato enlazado al atomo de
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oxigeno en la posicién C-23. Un analisis similar se realizé para establecer la posicion del

éster de benzoato en el derivado (80)[72l,

Figura 5.6. Correlaciones heteronucleares 3Ju-c HMBC entre los hidrégenos H-23ab y HAr-2’con el grupo
carbonilo aromadtico, que confirman la posicion del éster de benzoato en C-23 en el derivado 79.

Posteriormente, para determinar la estereoquimica en C-22 del derivado
dibenzoilado (83), se realiz6 nuevamente la reacciéon de benzoilacién sobre el derivado
monobenzoilado (80), que dio como resultado la obtencién del derivado dibenzoilado
(83) con un 95% de rendimiento, segin se indica en el Esquema 5.2. De esta forma los
datos espectroscopicos de H y 13C RMN para este derivado fueron comparados con
aquellos obtenidos para el derivado dibenzoilado (83) obtenido de acuerdo con el
Esquema 5.1, donde las seflales de RMN observadas son consistentes entre ambos

derivados.

Phcocl
CH,Cl,

DMAP
(N2 (8)) AcO™

[0} [0}

AcO™”

Esquema 5.2. Reaccion de benzoilacion del derivado monobenzoilado (80) para obtener del derivado
dibenzoilado (83).

La determinacién estructural del derivado dibenzoilado (83) fue establecida
utilizando técnicas espectroscépicas combinadas de !H, 13C, HSQC, HMBC y por
comparaciones y correlaciones de RMN con el derivado monobenzoilado (80). De esta
forma, la principal informacién estructural fue proporcionada desde el espectro 2D
HMBC, donde las asignaciones de los ambos grupos benzoatos mostraron correlaciones

heteronucleares a 4Juc y 3Juc segun se indican en la Figura 5.7.
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Figura 5.7. Principales correlaciones heteronucleares 2D HMBC a 2Juc (azul) y 3Juc (rojo) observadas para el
derivado dibenzoilado (83), que confirman las posiciones de ambos grupos benzoatos en C-22 y C-23 de la
cadena lateral.

Dado que no se logr6 obtener cantidades adecuadas del derivado
monobenzoilado (79), para acceder a los precursores (81) y (82) de los compuestos
finales (74) y (75) propuestos en el Esquema 3 de la metodologia, se decidié utilizar el
derivado monobenzoilado (83) que fue obtenido como producto mayoritario de la
reaccidn de benzoilacidn, para su posterior oxidacion de Baeyer-Villiger. De esta forma al
tratar el compuesto (83), con el sistema oxidante (CFzC0).0/H:0,, se obtuvieron las
lactonas (85) y (86) (Esquema 5.3) con rendimientos de 38,8 % y 26,7 %,
respectivamente. Tal como se indicé en la metodologia la reacciéon de oxidacién de
Baeyer-Villiger transcurrié con regiocontrol obteniéndose mayor cantidad de la lactona
7-oxa (compuesto 85) sobre la lactona 6-oxa (compuesto 86), tal como se habia descrito

para la obtencién de otros analogos del tipo 2-desoxibrasinoesteroides!72l.

Ph Ph

(CF5€0),0
H,0,

CHCl
AcO" 0°C AcO"

0

Esquema 5.3. Reaccion de oxidacion de Baeyer-Villiger de (83) que permitié la obtencion de las lactonas (85)
y (86).

La asignacion de las estructuras de (85) y (86) fue establecida por comparaciones
y correlaciones de espectros de RMN de H, entre el precursor (83) y por analogos de
estructuras similares(72. De esta forma la posiciéon de la funcion 7-oxalactona en el

compuesto (85) fue establecida por la observacién en el espectro de tH RMN de las
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sefiales a 6u = 4,16-4,06 ppm (m, 2H) fueron asignadas a los hidrégenos H-7 que se
encuentran desplazadas a campo bajo por estar enlazadas al carbono carbindlico de la
funcién lactona, mientras que la seflal observada a éu = 3,04 ppm (dd, /= 12,4y 4,3 Hz,
1H) fue asignada al H-5, con desplazamiento quimico, multiplicidad de sefial y valores de
J esperados para este hidrégeno en los sistemas esteroidales 5a-colanicos!72l. Un andlisis
similar para el compuesto (86) de las sefiales asociadas a la funcién 6-oxalactona
muestran que el hidréogeno H-5a experimenta un importante desplazamiento quimico a
campos bajos encontrandose a éu = 4,50-4,45 ppm (m, 2H, H-23b y H-5), mientras que a
campo mas alto 6y = 2,58-2,46 ppm (m, 2H) fueron observados los hidrégenos H-7a y H-
7B, esperados para hidrégenos “o” de grupos carbonilosl’2l. Estos cambios en los
desplazamientos quimicos para las sefiales de H-5 y H-7 en funciones 7-oxa y 6-oxa
lactonas para los compuestos (85) y (86) pueden observarse mas claramente al

comparar los espectros de 1H RMN de ambos regioisémeros en la Figura 5.8.

Ph

o o
H-19
by, A0 _iPh
( H-18
N e,
/ \ (,’
\\  S—
| ‘ H-21
H-Ar Aco™ oA %8
H o
H-70p
na3 H23a
53 | j H23b v HS l

Ph

0" o H-19
: O _Ph H-18

H-Ar NG o 85

AcO g ar
4 H-7ap
o S H-23b
H-3 H-23a H-5
H-22
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Figura 5.8. Comparacion de espectros de 1H RMN entre los compuestos 7-oxalactona (85) y 6-oxalactona
(86). Los principales cambios en los desplazamientos quimicos observados para los hidrégenos H-5y H-7 a5,

Finalmente, por medio de reaccién de saponificaciéon con K,CO3/MeOH de los
derivados monobenzoilados (79) y (80), se obtuvieron los analogos de brasinoesteroides
(73) y (62) con rendimientos de 82,5% y 90%, respectivamente. Los datos
espectroscopicos de H y 13C RMN para el compuesto (62) fueron consistentes con

aquellos reportados previamentel72l. Mientras que la confirmacién de la estructura para
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el analogo (73), fue establecida por técnicas espectroscépicas combinadas de RMN de tH,
13C, 2D HSQC y 2D HMBC.

La asignacion estereoquimica en el C-22 como “R” del andlogo (73) fue
establecida considerando dos criterios, donde el primero de estos fue que la reaccién de
saponificacion del precursor (80) no altera los centros quirales, por lo cual todos estos
permanecen intactos. Como segundo criterio se consideré la comparaciéon
espectroscopica de 'H RMN entre ambos epimeros (73) y (62), donde se observan
claramente las diferencias entre desplazamiento quimico y multiplicidades de sefiales
para los hidrégenos de la cadena lateral H-21, H-22 y H-23. De esta forma las principales
diferencias entre los analogos (73) y (72) se aprecian para los hidrégenos H-21 y H-22,
los cuales se indican en la Tabla 5.3. Esto permitié establecer las configuraciones

absolutas como C-22 (R) y C-22 (S), respectivamente.

Tabla 5.3. Comparacion entre las sefiales observadas de *H RMN para H-21, H-22 y H-23a-b en
los epimeros (73) y (62).

Seiial Compuesto 73 Compuesto 62
H-21 0,925 ppm (d, J = 6,3 Hz, 3H) 0,943 ppm (d, /= 6,9 Hz, 3H)
H-22 3,73 ppm (ta,] = 6,5 Hz, 1H) 3,71 ppm (dt, /=89y 3,2 Hz, 1H)

H-23a  3,53ppm (dd,/=10,9y7,1Hz 1H) 3,60 ppm (dd,/=11,3y 2,7 Hz, 1H)
H-23b 3,46 ppm (dd,/=10,9y6,5Hz 1H) 3,40 ppm (dd, /= 11,3 y 8,9 Hz, 1H)

Adicionalmente y a modo de comparacién visual, en la Figura 5.9 se muestran los
espectros de tH RMN para ambos epimeros, donde se logra apreciar el efecto producido
en los desplazamientos quimicos de los hidrégenos H-21, H-22 y H-23 con el cambio de

estereoquimica desde C-22 (R) a C-22 (5).
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Figura 5.9. Comparacion de espectros de 1H RMN entre los andlogos (62) y (73). Los principales cambios en
los desplazamientos quimicos observados para los hidrogenos H-21, H-22 y H-23, que muestran el efecto en el
cambio de estereoquimica en la posicién C-22 entre ambos epimeros.
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5.2 Resultados y Discusiones parte Bioldgica

De acuerdo con el objetivo especifico N°5 planteado en esta tesis, se procedi6 a
evaluar la actividad bioldgica de los analogos finales (62), (73), (79), (80) y (83),
mediante el ensayo biolégico de Inclinacion de la Ldmina de Arroz, en la especie Oryza
sativa, variedad Zafiro!8%] y siguiendo un procedimiento descrito en la metodologial8é 87],
utilizando como control positivo, la brasinolida (1) y agua como control negativo.

Como se indicé en la introduccion y referente a los requerimientos estructurales
que deben poseer los brasinoesteroides naturales y sus analogos sintéticos en la cadena
lateral, se ha establecido que se debe tener una funcién glicol en los carbonos C-22 y C-
23, preferentemente con configuraciones 22R, 23R y un grupo sustituyente de tipo metilo
o etilo en el carbono C-24, sin embargo, claramente este requisito estructural no esta del
todo claro, y es asi como se ha reportado que andlogos de brasinoesteroides con cadena
lateral mas corta y con distinta naturaleza estructural han demostrado ser activos en
varios ensayos bioldgicos de estimulacion del crecimiento vegetal[45-491,

En esa direccion y analizando los resultados obtenidos durante esta tesis, se
observa que los analogos sintéticos de BRs evaluados (con cadena lateral mas corta)
presentaron una dependencia directa de la concentraciéon para los efectos como
promotor de elongaciéon celular vegetal. Una observacién importante en términos
generales fue que el analogo (80) presentd mayor actividad como promotor de
crecimiento vegetal que el control positivo brasinolida (1) en todo el rango de
concentraciones ensayadas (1,0x10-6 - 1,0x10-8 M) mientras que el analogo (79) mostré
igual efecto de actividad que la brasinolida (1) a la concentracién de 1,0x10-6 M, pero
mayor actividad a la concentraciéon de 1,0x10-7 M, y una actividad similar a 1,0x10-8 M
(Tabla 5.5). El otro analogo que mostro tener un efecto significativo en la actividad fue el
compuesto (62), donde se observd una actividad menor que la brasinolida (1) a la
concentracion de 1,0x10-6 M, pero fue superior a las concentraciones de 1,0x107M y
1,0x108 M (Tabla 5.4); mientras que el anadlogo (73) fue menos activo a las
concentraciones de 1,0x10-¢My 1,0x10-7 M, y (83), fue menos activo que el resto de los
analogos en todo el rango de concentraciones ensayadas.

De esta forma aun cuando el nimero de analogos sintetizados y evaluados no es
suficiente para establecer un estudio de Relacion-Estructura-Actividad, si se pueden
realizar algunas interesantes comparaciones entre la estructura de la cadena lateral y los

resultados de evaluaciones de crecimiento obtenidas. Asi ordenando en cuanto a los
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cambios estructurales en la cadena lateral de los analogos y considerando el efecto a una

concentracién intermedia (1,0x10-7 M) se analizaron de la siguiente forma:

1. Efecto de la cadena lateral mds corta (24-Nor) y estereoquimica en la posicién C-22.
Desde los datos de la Tabla 5.4, se observa que el andlogo (73) mostré un menor
efecto en la apertura del d&ngulo que la BL (1), pero el anédlogo (62) fue mas activo
que BL (1) ala concentracion de 1,0x10-7 M, lo que indica que la cadena lateral mas

corta y con estereoquimica C-22 (S) fue mas activa en esta serie.

Tabla 5.4. Angulo promedio de apertura de la lamina de arroz (grados + DS) para la serie (1),
(62) y (73) (cadena lateral corta con C-22(R) y C-22(S) a concentraciones 1,0x10-¢M, 1,0x10-7M
y 1,0x10-6 M.

OH

Concentracion
1,0x10¥M 45 +9,5% 31+1,0 35+2,7*
1,0x107M 31+5,0 41+4,5 60 +2,7*
1,0x10M 24+58 70+7,6 62+12,4
I - Activo + Activo >
2. Efecto de la benzoilacion en C-23 de la cadena lateral y estereoquimica en la posicion

C-22. Desde los datos de la Tabla 5.5, se observa que los analogos (79) y (80)
benzoilados en C-23 mostraron un significativo efecto en la apertura del angulo
comparado con el BL (1) ala concentracidn de 1,0x10-7 M, pero el analogo (79) con
estereoquimica C-22 (R) fue levemente mas activo que el analogo (80) con

estereoquimica C-22 (S) en esta serie.
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Tabla 5.5. Angulo promedio de apertura de la lamina de arroz (grados * DS) para la serie (1),
(79) y (80) (cadena lateral corta con C-22(R), C-22(S) y benzoilada en C-23 a concentraciones
1,0x108 M, 1,0x107 My 1,0x10-¢ M.

Concentracion

1,0x10¢M 49 £ 4,8* 2829
1,0x107M 60 £ 0* 64 12,5
1,0x106M 78+1,5* 70+1,5*
- Activo + Activo >
3. Efecto de la benzoilacién en C-22 y C-23 de la cadena lateral y estereoquimica en la

posicién C-22. Desde los datos de la Tabla 5.6, y al igual que en el caso anterior, se
observa que los analogos (79) y (80) benzoilados en C-23 mostraron un
significativo efecto en la apertura del angulo comparado con el BL (1) a la
concentraciéon de 1,0x10-7 M, sin embargo, el efecto se reduce significativamente
cuando ambas posiciones C-22 y C-23 se encuentran benzoiladas. De esta forma el
compuesto dibenzoilado (83) fue el menos activo de la serie en todas las

concentraciones ensayadas.

Tabla 5.6. Angulo promedio de apertura de la Idmina de arroz (grados + DS) para la serie (1),
(79), (80) y (83) (cadena lateral corta con C-22(R), C-22(S) benzoilada en C-23, dibenzoilada en C-
22y C-23 a concentraciones 1,0x106 M, 1,0x107 My 1,0x10-6 M.

Concentracién
1,0x102M
1,0x107M
1,0x106M

49 + 4,8* 28+29
60 + 0* 64 +2,5%
78 + 1,5% 70 £1,5*

| - Activo + Activo >
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A modo de referencia en la Figura 5.10 se muestra un orden decreciente del efecto
de la actividad en la apertura del angulo en todos los compuestos ensayados a las tres
concentraciones estudiadas. De acuerdo con este ordenamiento se observa claramente
que, de los cinco analogos estudiados, los compuestos (62), (79) y (80) fueron los mas

activos de todas las series.

Concentracion 1,0x10-¢ M.

Figura 5.10. Orden decreciente del efecto en la Inclinacién del dngulo en la [dmina de arroz, de todos los
andlogos ensayados a las concentraciones 1,0x10-6-1,0x10-8M.
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CAPITULO 6 - CONCLUSIONES

Desde el trabajo de tesis desarrollado se desprenden las siguientes conclusiones

en funcién de los objetivos especificos, objetivo general e hip6tesis propuesta:

1. Se sintetizaron los compuestos intermedios (77), (78a-b), (79) y (80) indicados
en el Esquema 3.1 (Metodologia) desde el acido (76). Todos los compuestos

obtenidos fueron caracterizados por métodos fisicos y espectroscépicos.

2. Selogré establecer la estereoquimica absoluta en el carbono de la posicion C-22
para los compuestos (62), (73), (79) y (80), por métodos de comparacion y

correlacién espectroscopica de 1H y 13C RMN.

3. La reaccion de dihidroxilacién asimétrica de Sharpless, utilizando un inductor
quiral, permiti6 obtener el epimero hidroxilado en C-22(R) (compuesto 78a)
como una mezcla de glicoles (78a/78b) = 0,9:1,0, con una mayor proporcién del
epimero C-22(R), comparado con la reacciéon de dihidroxilacién de Upjohn

(78a/78b = 1:7).

4. Uno de los objetivos especificos planteados consistié en obtener el precursor
(79), por medio de la reaccién de benzoilaciéon de la mezcla de glicoles
(78a/78b). Sin embargo, la benzoilacién produjo una mezcla de cuatro derivados
dentro de los cuales se formaron compuestos monobenzoilados en C-22 (R/S) y
derivados dibenzoilados en C-22(R/S) y C-23. Lo que condujo a un bajo

rendimiento de obtencién en el compuesto deseado (79).

5. Debido al bajo rendimiento obtenido en el precursor (79) (1,4%), no fue posible
obtener los analogos propuestos (74) y (75), ni los compuestos intermedios (81)
y (82) indicados en el Esquema 3.3 (Metodologia). Sin embargo, se obtuvieron los
tres nuevos compuestos (83) (Esquema 5.1), (85) y (86) (Esquema 5.3) que no

estaban considerados en la propuesta original.

6. Laprincipal dificultad parala obtencién del compuesto (79) se observoé en la baja

selectividad en la reaccion de benzoilacién de los alcoholes en las posiciones C-
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22y C-23, delamezcla (78a/78b) y en el método de separacion de los productos
de reaccion de la benzoilacion. De esta forma al existir minimas diferencias de
polaridad entre las mezclas de epimeros monobenzoilados y dibenzoilados, el
método de separacion por C.C. no fue eficiente y por lo tanto se requiere de otros
métodos de separacién y purificacion, como por ejemplo la técnica de HPLC semi

preparativo.

Se logré evaluar la actividad biolédgica en el test de Inclinacién de la Ldmina de
Arroz de los analogos sintetizados (62), (73), (79), (80) y (83), y ésta fue
evaluada a las concentraciones 1,0x10-8, 1,0x10-7 y 1,0x10-¢ M. Los resultados
obtenidos demostraron que los analogos (79) y (80) fueron los mas activos a la
concentraciéon de 1,0x107M, incluso se observdé mayor actividad que la
brasinolida (1), que se considera como el méas activo de los brasinoesteroides

naturales.

El otro compuesto que mostré una actividad similar, pero menor a (79), (80) y el
brasinolida (1), fue el analogo trihidroxilado (62). Sin embargo, su epimero C-
22(R) (compuesto 73) y el analogo dibenzoilado (83) fueron los menos activos

en todo el rango de concentraciones evaluadas.

El cambio de estereoquimica en la posicidon C-22 desde una configuracion S a una
configuracién R, produce una disminucion significativa en el efecto de la apertura
del angulo en el bioensayo de inclinacion de la ldmina de arroz, efecto observado

al comparar las estructuras y los valores de actividad biolégica entre los analogos

(62) y (73).

En general, los anélogos sintetizados considerando el requisito estructural de la
cadena lateral mas corta de tipo 24-Nor, con funciones hidroxiladas en C-22 con
configuracién absoluta R o Sy con funcién de éster de benzoato en C-23 tienen
una actividad mayor o similar a la brasinolida (1). Lo que se interpreta como un
nuevo requerimiento estructural para que estos analogos muestren actividad

biolégica en el bioensayo de inclinacién de la ldmina de arroz.

La incorporacién de dos funciones de ésteres de benzoatos en las posiciones C-22

y C-23, produce una disminucién significativa de la actividad bioldgica en el
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Ensayo de inclinacién de la ldmina de arroz, efecto observado para el compuesto

(83).

Finalmente, la hipotesis planteada se cumple en forma parcial, dado que sélo se
logré sintetizar uno de los tres nuevos analogos (compuesto 62) de
brasinoesteroides propuestos del tipo 2-desoxi-3a-hidroxi, con funcidn cetona en
C-6, con cadena lateral mas corta de tipo 24-nor y funcién 22 (R), 23-dihidroxi, y
que este analogo no mostré la actividad biologica esperada. Sin embargo, los
nuevos analogos (79) y (80), que mostraron mayor actividad que la brasinolida
(1) permiten plantear la posibilidad de generar una linea de investigacién en la
obtencién de nuevos analogos con estructura 24-Nor y con la posiciéon C-23 como

ésteres de benzoatos.
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ANEXOS

3a, 22(S), 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (62)

Espectro de tH-RMN
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3a, 22(R), 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (73)
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Espectro de 3C-RMN DEPT-135
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Espectro de tH-13C 2D HMBC
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3a-acetoxi-24-nor-5a-22-colen-6-ona (77)

Espectro de tH-RMN
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3a-acetoxi-22(S), 23-dihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (78b)

Espectro de tH-RMN

\NV///
oH

v

Ac 0\\\\\\“

Espectro de 13C-RMN

gu=3 2 o syeoNssszaveanae~ono

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

MR \\\\// \\\W/ W/

75



Programa de Magister en Ciencias, mencién Quimica

3a-acetoxi-22(R)-hidroxi-23-benzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-ona (79)

Espectro de tH-RMN
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Espectro de 3C-RMN DEPT-135

AR

Espectro de 1H-13C 2D HSQC

- L

204 o

30
40 ]
50
60
704 @ =
80
90
100
1104
1204
1304 @

140

T
80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 10 05 ppm



Programa de Magister en Ciencias, mencién Quimica

Espectro de tH-13C 2D HMBC
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3a-acetoxi-22(S)-hidroxi-23-benzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-ona (80)

Espectro de tH-RMN
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3a-acetoxi-22(S5)-23-dibenzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-ona (83)

Espectro de tH-RMN
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Espectro de 3C-RMN DEPT-135
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Espectro de tH-13C 2D HMBC
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3a-acetoxi-22(S)-23-dibenzoiloxi-24-nor-5a-colan-7-oxolactona (85)

Espectro de tH-RMN
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3a-acetoxi-22(S)-23-dibenzoiloxi-24-nor-5a-colan-6-oxolactona (86)

Espectro de tH-RMN
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