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RESUMEN

Los brasinoesteroides son un grupo de fitohormonas que participan en diversos
procesos fisiolégicos en las plantas, cumpliendo un rol clave en la regulacién del
crecimiento vegetal. En esta tesis se planted el objetivo de sintetizar nuevos andlogos
de brasinoesteroides con cadena lateral corta de tipo 24-nor, manteniendo la funcién
diol en C22-C23 y usando acido hiodesoxicdlico como material de partida. Asi, en este
trabajo, se describe la sintesis de compuestos tipo 2-desoxibrasinoesteroides, 3a-

hidroxi, 6-oxa o 7-oxalactona, con cadena lateral tipo 24-nor,22S,23-dihidroxi/diacetil.
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Figura 1. Estructura de los nuevos analogos de brasinoesteroides sintetizados en esta investigacion.

Mediante diferentes rutas de sintesis, se logré obtener un total de 26 compuestos de
tipo brasinoesteroides, de los cuales 6 corresponden a nuevos andlogos de
brasinoesteroides (Figura 1). Ademds, se obtuvo la caracterizacion completa de los
compuestos sintetizados mediante el uso de técnicas espectroscopicas combinadas (IR,

1D y 2D-RMN y EMAR).

Adicionalmente, se realizaron distintos ensayos biolégicos a los analogos sintetizados.

En primer lugar, se midié la actividad antifungica de 14 de los andlogos sintéticos de



brasinoesteroides mediante el test radial de inhibicidon del crecimiento micelial in vitro
del hongo patégeno Botrytis cinerea. Del total evaluado, los andlogos 84 y 112

presentaron elevada actividad contra el hongo (=95 % de inhibicién a 100 y 150 ppm).

Por otra parte, se cuantificé la actividad promotora de elongacidn celular vegetal de 7
de los analogos de brasinoesteroides, mediante el test RLIT de inclinacion de [dmina de
arroz. Entre los resultados obtenidos, destacan los compuestos andlogos 84, 111y 112,
gue presentaron elevada actividad promotora, superando incluso al brasindlido,

fitohormona utilizada como control positivo de ensayo.

Por ultimo, se evalud la actividad citotdxica de 18 de los analogos sintéticos obtenidos
contra las lineas celulares tumorales PC-3, HT-29, MCF7 y contra la linea celular no
tumoral CoN, mediante un ensayo colorimétrico con Sulforodamina B (SRB). Del total de
los compuestos evaluados; el andlogo 112 presentd frente a PC-3 valores de I1Cso de 38,6
UM e indice de selectividad de 2,313, mientras que los analogos 86 y 87 presentaron
frente a HT-29 valores de ICso de 21,4 uM y 33,5 uM e indice de selectividad de 2,099 y
4,801, respectivamente.
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Figura 2. Analogos de brasinoesteroides que presentaron mayores actividades en las pruebas biolégicas evaluadas.

Palabras claves: brasinoesteroides, dcido hiodesoxicdlico, sintesis de fitohormonas,
promotor del crecimiento vegetal, inclinacion de la ldmina de arroz, antifungico,
citotoxico.



ABSTRACT

Brassinosteroids are a widespread group of phytohormones that play an important role
in multiple physiological processes of plants and having a key role in the regulation of
plant growth. This thesis had the objective of synthesizing new analogs of
brassinosteroids with shorter 24-nor side chains but keeping the C22-C23 diol function,
starting with hyodeoxycholic acid. Thus, this work describes the synthesis of 6 new 2-
deoxybrassinosteroids analogs with 3a-hydroxy, 6-oxa or 7-oxalactone, 24-nor, 225,23-

dihydroxy/diacetyl side chain type.
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Figure 1. Structure of new analogs of brassinosteroids synthesized in this work.

Through different synthetic routes, a total of 26 brassinosteroid compounds were
obtained with 6 of them corresponding to new brassinosteroid analogs (Figure 1).
Complete structural characterization of synthesized compounds was achieved through

combined using of spectroscopic techniques (IR, 1D and 2D NMR and HRMS).

We also have studied the bioactivities levels of synthesized analogs. First, the antifungal
capacity of 14 of the synthetic brassinosteroid analogs was measured by the radial test

of in vitro mycelial growth inhibition of pathogenic fungus, Botrytis cinerea. Thus, the



analogs 84 and 112 showed high activity against the fungus (= 95% inhibition at 100 and
150 ppm).

Moreover, growth-promoting effect 14 of the synthetic brassinosteroid analogs was
measured using the rice lamina inclination test (RLIT). According to the results obtained,
the analogs 84, 111 and 112 were more active than brassinolide, which was used as

positive control.

Finally, cytotoxic potential of 18 of the synthetic analogs obtained was measured against
the tumor cell lines PC-3, HT-29, MCF7 and against the non-tumor cell line CoN using
sulforhodamine B (SRB) colorimetric assay. According to the results obtained, the analog
compound 112 showed against PC-3 an ICsp value of 38.6 uM and a selectivity index of

2.313, while analogs 86 and 87 showed against HT-29 an ICso value of 21.4 uM and 33.5

MM and a selectivity index of 2.099 and 4.801, respectively.
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Figure 2. Analogs of brassinosteroids that showed higher activities in the different biological tests evaluated.

Keywords: brassinosteroids, hyodeoxycholic acid, synthesis of phytohormones, plant
growth-promoting, rice lamina inclination test, antifungal, cytotoxic.



CAPITULO 1 - Infroduccién



Antecedentes generales

Estructura y funcién de los brasinoesteroides

Los brasinoesteroides (BRs) son una familia de fitohormonas de naturaleza
polihidroxiesteroidal, bajo peso molecular y estructura de tipo 5a-colestano. En las
plantas, las principales funciones de los BRs se engloban en la promocidn de crecimiento
y diferenciacidn celular. Desde el punto de vista fisioldgico, los BRs actuan en diversos
procesos; incluyendo germinacién, crecimiento radicular, elongacién del tallo,
fotomorfogénesis en plantulas, diferenciaciéon vascular, floracién, fertilidad,
senescencia, ademds de resistencia al estrés bidtico y abidtico [1]-[3]. A partir del
descubrimiento del brasindlido (Figura 3), el primer brasinoesteroide identificado,
extraido desde el polen de Brassica napus [4], se ha identificado mas de 70 andlogos de
BRs en plantas superiores, algas y hongos [5]. Los BRs han sido detectados en todos los
organos de las plantas (polen, anteras, semillas, hojas, tallos, raices, flores y semillas),
produciéndose y almacendndose enddgenamente en muy bajas concentraciones;
siendo las semillas de polen inmaduras la fuente mas rica, en un rango de 1-100 ng/g de
peso fresco, mientras que en brotes y hojas suele tener un rango de concentracion de
0,01-0,1 de ng/g de peso fresco [6]. La baja disponibilidad de BRs en fuentes naturales
ha impulsado el desarrollo de nuevas estrategias de sintesis o la creacidon de nuevos

analogos bioactivos a partir de los BRs disponibles [7].

HO,,

HOY

Figura 3. Estructura del brasindlido, primer brasinoesteroide identificado por Grove et al, 1979.



En su estructura, los BRs tienen un esqueleto comun de 5a-colestano y pueden ser
clasificados en 27, 28 0 29 atomos de carbono, dependiendo de la sustitucion del grupo
alquilo en el C24. Sus variaciones estructurales se observan, principalmente, en Ia
cadena lateral, ademas del tipo y orientacidn de las funciones oxigenadas presentes en
los anillos A y B, y la orientacion espacial de la fusidén de estos anillos (A/B cis o A/B
trans). Los BRs naturales comparten una estructura bdsica compuesta por una funcion
oxigenada en las posiciones en C2 y C3 del anillo A (preferente 2,3-dihidroxilo), posicion
C6 oxigenada en anillo B preferente en forma de cetona o lactona (6-desoxo, 6-oxa o 7-
oxalactona), posicidon C22 y C23 oxigenada (preferente como 22,23- dihidroxilo), fusién
tipo trans entre los anillos A y B, ademas de llevar sustituyentes alquilo o hidroxilados
en posicion C24 (Figura 4). En la naturaleza, se han identificado BRs con variaciones fuera

del esqueleto 5a-colestano, como BRs conjugados con azucares o acidos grasos [6].
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Figura 4. Estructura de los brasinoesteroides naturales y variaciones del esqueleto de 5a-colestano [6].
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Desde el inicio de las investigaciones con BRs, el estudio mediante screennig genético
ha sido la herramienta mas usada para la identificacidén y caracterizacién de la via de
transduccion de sefial y vias de expresién; componentes como BRI1 (brassinosteroid
insensitive 1) [8] y BIN2 (brassinosteroid insensitive 2) [9]. Recientemente, se han
identificado nuevos componentes de la via de transduccién (Figura 5), los que incluyen
proteinas de interaccién con BRI1, tales como: BRI1-associated receptor kinase 1 (BRK1),

BRI1 kinase inhibitor 1 (BKI1), BRI1-EMS supresor 1 (BES1) y brassinazole resistant 1



(BZR1) [10]. El uso de Arabidopsis thaliana como planta modelo ha permitido el
descubrimiento y estudio de un amplio rango de anormalidades fenotipicas mostradas
por plantas que no producen o no pueden realizar transduccién de sefiales de BRs [11].
Plantas mutantes en BRs muestran fenotipos evidentes, tales como enanismo, reducida
fertilidad en plantas machos, florecimiento retrasado, desarrollo vascular alterado y

morfogénesis andmala [12], [13].

Otra potente herramienta para el estudio de las vias de sefializacion de BRs en respuesta
a diferentes tipos de estimulos fue el descubrimiento de brasinazole, un inhibidor de la
biosintesis de BRs que induce un fenotipo similar a Arabidopsis thaliana deficiente en
BRs [14]. Potentes inhibidores de biosintesis de BRs en Arabidopsis thaliana y Zea mays
se han descubierto en los ultimos afos, tales como propiconazole, placobutrazol y

uniconazol [15].
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Figura 5. Via de sefializacion de BRs en la célula vegetal. La molécula de BRs se une al dominio extracelular del
receptor BRI1, lo que conduce a la fosforilacion del dominio serina-treonina quinasa intracelular de BRI1, permitiendo
la disociacién del inhibidor BKI1 para formar un complejo con un segundo receptor quinasa BAK1. El complejo activo
BRI1/BAK1 permite la propagacion de la sefial mediante la inactivacion de la proteina BIN2, que es un regulador
negativo de la sefializacion de BRs. Las proteinas BES1 y BZR1 son fosforiladas por BIN2 y estan intimamente
relacionadas con activadores transcripcionales de genes inducidos por BRs [19].



Analizando el mecanismo de accidn, la sefializacién por BRs y las respuestas gendmicas
resultantes, se inician con la unién de una molécula de BR a un receptor especifico
llamado BRI1 (Brassinosteroid insensitive-1), localizado en la membrana plasmatica de
la célula diana [16]. La transduccién de sefiales en la célula es mediada por fosforilacién
y factores de transcripcidén [17]-[18] (Figura 5), activando la expresion de diferentes
genes, incluyendo a los que estan involucrados en la modificacidn de la pared celular y

el crecimiento.

Se debe estudiar y recopilar mayores antecedentes de los mecanismos de accién de los
componentes de la transduccion de sefiales y las secuencias especificas en los
promotores de los genes regulados directamente por los BRs que podrian estar
involucrados en las vias de sefalizacién que se activan con los genes involucrados en los

mecanismos de resistencia de la planta [20].

Se ha demostrado que el 24-epibrasindlido (2) (Figura 6) es un importante regulador
positivo del ciclo celular. Hasta el momento no ha sido identificado ninglin gen que
codifique un receptor intracelular de BRs, similar a los receptores esteroidales en

animales [21].

OH

HO,,, HO,,

HOY HOY

a

(o]
Brasinolido (1) 24-epi-brasindlido (2) 3-dehidroxi-24-epi-testerona (3)

OH

HO,,,
HO,, -
HO'
A\ 2
HO g
0]
24-epi-secasterona (4) 28-homo-brasinolido (5) 28-homo-castasterona (6)

Figura 6. Estructuras de analogos de brasinoesteroides I.



Potencial actividad antifitopatégena de los brasinoesteroides

Una de las actividades de los BRs en los tejidos metabdlicamente activos es promover y
regular el crecimiento, mediado por la produccidon de especies reactivas de oxigeno
(ROS). El rol de BR no sélo esta implicado en respuesta de las plantas al estrés abiético
sino también en estrés bidtico [22], [23]. La aplicacién de extractos de tejido que
contienen BRs y andlogos de BRs ha demostrado mejorar la capacidad de ciertos tejidos
vegetales de protegerse frente a ciertos tipos de fitopatégenos, pero se desconoce
completamente como interacciona con otras fitohormonas involucradas en mecanismos
de defensa, tales como 4cido jasmonico o acido salicilico [24]. Una mayor resistencia en
tabaco, pepino, tomate a los patdgenos virales (TMV) y hongos (Sphaerotheca fuligenia,
Botrytis cinerea, etc.) fue observada cuando éstas fueron tratadas con extracto de
semilla de Lychnis viscaria, presentando activacién en los mecanismos de defensa de la
planta. Dos compuestos de la familia de los BRs fueron identificados en el extracto
utilizado: 3-dehidroxi-24-epi-testerona (3) y 24-epi-secasterona (4) (Figura 6) [25]. A
pesar de la aparicidn de los sintomas visibles de infeccién, la reduccién en la incidencia
de enfermedades fue entre 11% y 34% respectivamente [26]. Estudios muestran que 24-
epi-brasindlido (2) (Figura 6) protege a la papa (Solanum tuberosum) contra plagas de
Phytophthora cinnamomi. Ademas, cultivos de cebada (Hordeum vulgare) tratados con
24-epi-secasterona (4) (Figura 6) redujeron considerablemente la incidencia de la

enfermedad en hojas producida por Helminthosporium [26].

Los resultados también muestran los efectos protectores del brasindlido (1) (Figura 6)
en arroz (Oryza sativa) y tabaco (Nicotiana tabacum) [27]. La aplicacidn de brasindlido
en plantas de tabaco induce un amplio rango de resistencias, tanto contra inoculaciéon
viral (TMV) y bacteriana (Pseudomonas syringae) como contra hongos de la clase
Oidium; mientras que en el arroz induce la resistencia contra Maganoprothe grisea y
Xathomonas oryzae [28]. Estudios han mostrado que el tratamiento de pepinos
(Cucumis sativus) con brasindlido aumenta la resistencia contra hongos que generan

Peronosporosis, ademas, el aumento de la actividad de las enzimas peroxidasa vy
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polifenol oxidasa en hojas se correlaciond con la mayor resistencia de las plantas a los
patdgenos [24]. Otros estudios han mostrado efectos protectores y desprotectores
frente a patégenos. Ambos tipos de funciones se han atribuido a BR, dependiendo de la
hora y el método de aplicacién al momento de interaccién del huésped con el patégeno
[27], [29]. En caso de tizdn tardio de la papa, ha sido reportado que los BRs son capaces

de suprimir el estado inmune de los tejidos vegetales y la reparacidén de heridas.

El hongo Botrytis cinerea es causante de la enfermedad del moho gris en una amplia
variedad de huéspedes, y es un grave problema econémico en cultivos como uva de
mesa, vides, fresas, frambuesas, lechugas, pepinos, habas, tomates, frijoles, flores y
plantas forestales [30]. Por otro lado, los cambios en las poblaciones fungicas en
respuesta a la seleccion resistente debido a la exposicidn a xenobiéticos, especialmente
fungicidas sintéticos, es bastante comun en las poblaciones de Botrytis cinerea. El
control quimico, ampliamente utilizado para combatir las plagas que afectan a las
producciones agricola y forestal, produce una creciente contaminacién del medio
ambiente con graves consecuencias para la salud de la poblacién en general y en

particular para los trabajadores agricolas.

En Chile, la infeccidn por Botrytis cinerea es el principal problema fitosanitario para la
produccién fruticola y vitivinicola, y se produce en virtud de una amplia variedad de
condiciones, incluso a bajas temperaturas, lo que conduce a pérdidas significativas tanto
antes como después de la cosecha, asociado a su capacidad de permanecer inactivo en
el tejido del huésped por periodos variables [31]. Las plantas poseen una amplia gama
de mecanismos de defensa. Muchas de estas defensas incluyen metabolitos secundarios
tales como estilbeno, resveratrol, saponinas, antocianidinas, barreras estructurales y
modificaciones de la pared celular, por otra parte, Botrytis cinerea ha generado
mecanismos para contrarrestar estas defensas. La interaccidn planta-patégeno vy la

epidemiologia fueron presentadas a fondo por Jarvis (1980) [32].

Se ha demostrado que Botrytis cinerea explota la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en los tejidos de las plantas que son colonizados. ROS interactian con los

sistemas antioxidantes de la planta infectada y los procesos bioquimicos parecen ser
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claves para el desarrollo de la lesién [33]. Kuzniak y Sklodowska (2004) informaron que
bajo condiciones de estrés bidticos la actividad inicial del sistema antioxidante aumenta,
seguido de una disminucién de actividad (relacién entre la produccién de ROS y la
actividad de la maquinaria antioxidante) frente a la oxidacién [34]. La literatura sugiere
que la actividad del sistema antioxidante (por lo tanto, los niveles de produccion de ROS)
estd regulada por factores comunes a los que regulan el crecimiento en condiciones de
desarrollo y estrés, asi, las fitohormonas son reguladores del crecimiento en estado
normal, y los BRs serian capaces de regular el crecimiento de las plantas bajo diferentes
condiciones de estrés. La menor concentracion de BRs mejora el funcionamiento de
otras hormonas con actividad promotora facilitando el crecimiento, mientras que a
concentraciones altas de BRs actia como reclutadora de moléculas relacionadas a
defensa altamente activas como NO, ROS, etc., con un costo en el crecimiento [35]. El
aumento de ROS y el aumento del estado oxidativo de las células/tejidos de la planta
alteran el mecanismo de infeccidn del invasor y evitan el establecimiento de patégenos.
Tras el término de la infeccion, en el estado post-estrés, se reclutan las moléculas
relacionadas a defensa altamente activas, para luego volver a sus niveles normales,
niveles previos a la infeccién. Las proteinas de defensa y sus metabolitos se metabolizan
y se reactiva el crecimiento. Por este motivo, las alteraciones metabdlicas y la afeccién
de la maquinaria de crecimiento conducen a la generacién de fenotipos pequefos. La
menor actividad de los sistemas antioxidantes, sin embargo, protege a las plantas de la
posible amenaza de la infeccidn, a partir de la induccidén de sintesis de antioxidantes.
Estd claro que los BRs afectan multiples vias de sefializacidon relacionados a los

mecanismos de proteccidén contra el dafio oxidativo [36].
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Potencial actividad antineopldasica de los brasinoesteroides

El rol de las hormonas en ciertos tipos de cdncer es indiscutible, y las consecuencias
practicas del concepto de inhibir la accién mitogénica, por ejemplo, del estrégeno en las
células de cancer de mama, han sido el establecimiento con éxito de las terapias
endocrinas para el tratamiento de este cancer, asi se proporcionan nuevas opciones
para la prevencién del desarrollo de la enfermedad [37]. Mientras que el concepto en si
es relativamente simple, nuestra comprensién de los mecanismos moleculares exactos
por los que el estrogeno estd implicado en estos procesos sigue evolucionando, siendo

mas complejo y multifacético de lo inicialmente pensado [38].

Los receptores de estrégenos (ER), se presentan como factores de transcripcion
activados por ligando que pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares de
hormonas. El descubrimiento de un segundo receptor de estrégeno llamado ER-B [39],
ha llevado a una reevaluacidon completa de la accidn de estrégenos en todos los tejidos
diana, incluyendo el cdncer de mama humano [40]. Los receptores de estrégeno (ER-a
y ER-B) muestran un alto grado de similitud, con una identidad de secuencia de
aminodcidos de aproximadamente 97% en el dominio de union a ADN vy
aproximadamente el 56% en el dominio de unidn al ligando (LBD), mientras que el
extremo N terminal es homdlogo en un 24% [41]. ER-ay ER-B pueden ser detectados
en un amplio espectro de tejidos. En algunos drganos, ambos subtipos de receptores se
expresan en niveles similares, pero uno o el otro subtipo generalmente dominan. ER-a
se expresa principalmente, por ejemplo, en Utero, préstata (estroma), ovario (células de
la teca), testiculos (células de Leydig), epididimo, hueso, mama, varias regiones del
cerebro, higado y tejido adiposo blanco. ER-B se expresa en colon, préstata (epitelio),
testiculo, ovario (células de la granulosa), médula dsea, glandula salival, endotelio
vascular, y ciertas regiones del cerebro [42]. El rol exacto de ER- en cancer de mama
humano sigue siendo poco claro, sin embargo, los datos emergentes sugieren que ER-B
puede cumplir una funcién importante en el desarrollo de cancer de mama [40], [43],
[44]. La mayoria de la informacién publicada ha concluido que ER-B tiene actividades

antiproliferativas y pro-apoptaética. Por lo tanto, se puede sugerir la posibilidad que ER-
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B cumple un importante rol en el desarrollo del cancer y su progresién. Un hallazgo
consistente es que, en contraste con ER-q, el total de ER-B disminuye en sus niveles
durante la carcinogénesis de mama [45], [46], un fendmeno observado también en otros
canceres como el de préstata [47], colon, ovario y pulmén [48], pero no el cdncer de
endometrio [49], sugiriendo un potencial rol como supresor de tumores. En general, se
encontraron niveles mas altos de expresidon de ER-B asociado a buenos prondsticos o
mejores resultados clinicos. A pesar del hecho de que varios estrégenos tienen alta
selectividad a ER-a, sélo se ha informado de un nimero limitado de compuestos que
muestran buenos niveles de selectividad para ER-B. Por lo tanto, los receptores de
estrégeno, y particularmente ER-B, son buenos candidatos para posibles estudios del
control de la progresién de carcinoma [39]—-[41]. Los estrégenos son una familia de
hormonas esteroidales derivadas del ciclopentanoperhidrofenantreno y altamente
analogos de los BRs. El uso de BRs como “moduladores selectivos de los receptores de
estréogeno”, el cual implica utilizar andlogos de BRs como agonistas de estrégenos

selectivos para ER- B, se presenta como una terapia potencial contra el cancer.

Los BRs son esenciales para muchos procesos de crecimiento y desarrollo en las plantas.
Sin embargo, la informacidn acerca de los efectos de BRs y sus analogos sintéticos en las
células animales es alin mds desconocida. Se han reportado efectos contradictorios de
BRs en la division celular en diferentes lineas de células humanas cultivadas [19]. El
efecto de BRs en la divisidn celular se ha demostrado que es principalmente promotor.
Sustituyen a los efectos de las citoquininas: ambos inducen la expresién de genes y
promueven la division celular durante las fases tempranas de cultivo de células, lo que
sugiere que BRs son factores limitantes de la velocidad en la induccién del ciclo celular
[21]. También se han descrito los posibles efectos del 24-epi-brasindlido (2) (Figura 6)
en células de ratén en cultivo de hibridoma. Los efectos tipicos de 24-epibrasindlido
fueron: aumento en el valor del potencial de membrana mitocondrial; aumento en la
fraccidn de las células en la fase GO/G1 y disminucidn en la proporcidn de células en fase

S [50].
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Recientemente, se ha informado un efecto inhibidor de los BRs naturales, 24-epi-
brasindlido (2) y 28-homo-castasterona (6) (Figura 6), en el crecimiento y la viabilidad
de diferentes lineas celulares normales y cancerigenas. Los compuestos 24-epi-
brasinélido y 28-homo-castasterona demostraron tener efectos sobre la viabilidad de
lineas celulares de cancer de diversos origenes histopatoldgicos. Las lineas celulares
probadas incluyeron lineas celulares: leucemia linfoblastica, carcinoma de mama,
carcinoma de pulmoén, leucemia mieloide crénica, mieloma multiple, carcinoma cervical,
melanoma maligno y osteosarcoma. Lineas celulares de cdncer de préstata y mama,
sensibles e insensibles a estrégeno y andrégeno, mostraron una respuesta diferente al
tratamiento con BRs naturales [52]. La mayoria de los canceres de mama consisten en
una mezcla de células sensibles e insensibles a los estrégenos, y la clave para el control
del cancer de mama parece estar en la eliminacion de ambos tipos de células. Lineas
celulares sensibles a las hormonas fueron mas susceptibles al tratamiento con BRs. Este
hallazgo podria apuntar a la posibilidad de modulacién de la respuesta del receptor de
esteroides por BRs naturales. Los BRs parecen impartir su efecto como inhibidor del
crecimiento y los efectos del ciclo celular a través de la maquinaria del ciclo celular
animal y pueden ser desarrollados como un agente para el tratamiento del cancer de
mama. Por lo tanto, estas fitohormonas y sus derivados podran ser buenos candidatos

para posibles farmacos contra el cancer [51].
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Andlisis de la relacion estructura-actividad de los
brasinoesteroides

La actividad bioldgica de BRs se evalUa por diferentes tipos de bioensayos cuyos
resultados no siempre son coherentes entre si. La prueba de inclinacién de la [dmina
arroz o RLIT (Oryza sativa) es el bioensayo mas cominmente utilizado en investigacién
guimica, sin embargo, diferentes grupos han adaptado el protocolo bdsico de RLIT,
ademas, utilizan diferentes cultivares de arroz, entregando gran variacién en los
resultados [2]. El ensayo RLIT tiene limites de deteccidn para brasinélido (1) y 28-homo-
brasindélido (5) (Figura 6) de 0,5y 5 ppb, respectivamente [2], [53], [54]. A pesar de estas

limitaciones, se pueden realizar las siguientes generalizaciones.

Relacidn estructura-actividad de los brasinoesteroides en el anillo A

El efecto de los sustituyentes en el anillo A ha sido estudiado con cierto detalle dentro
de la serie 28-homo por Takatsuto et al. (1983) [55], el cual encontré que la modificacion
de los hidroxilos 2a, 3a en el 28-homo-brasinélido (5) reduce considerablemente la
actividad biolégica en RLIT (Oryza sativa cultivar arborio). Los autores también
reportaron que de la serie del tifasterol (7) el compuesto 28-nor-tifasterol (8) no varia
su actividad bioldgica, mientras 28-homo-tifasterol (9) (Figura 7) es aproximadamente
50% menos activo que 28-homo-castasterona (6) (Figura 6) en el mismo tipo de ensayo,
lo que indica que el grupo hidroxilo en la posicién 2a es importante, pero no
indispensable, para promover el crecimiento. Por otro lado, el compuesto 2-desoxi-28-
homo-brasindlido (10) y su epimero 3 (11) (Figura 7) conservaron, aproximadamente,
una décima parte de la actividad bioldgica mostrada por el compuesto 28-homo-
brasindlido (5) (Figura 6) en el mismo tipo de ensayo, lo que indica la importancia de la

funcién lactona en el incremento de la actividad biolégica [55].
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Figura 7. Estructuras de analogos de brasinoesteroides I1.

Takatsuto et al. (1983) informaron sobre la serie derivada de testerona (12) y 24-epi-
testerona (13) (Figura 8). En este analisis, los analogos 3-deshidro-28-homo-testerona
(14) y 3-desoxi-28-homo-testerona (15) (Figura 8) presentan una actividad relativa 10 y
100 veces menor respecto a 2,3-didesoxi-28-homo-brasinélido (16), mientras que los
analogos 3-deshidro-2-desoxi-28-homo-brasindlido (17) y 2,3-didesoxi-28-homo-
brasinélido (16) (Figura 8) poseen el 5% de la actividad relativa del andlogo 28-homo-
brasinélido (5) (Figura 6). En resumen, la Figura 9 muestra el efecto de funciones
oxigenadas comunes en el anillo A, ordenados por actividad relativa biolégica asociada

(de mayor a menor) segun Takatsuto et al. (1983) [55].
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Figura 8. Estructuras de analogos de brasinoesteroides IlI.
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Figura 9. Funciones comunes en el anillo A, ordenados por actividad relativa biolgica asociada (de menor a
mayor) segun Takatsuto et al. (1983) [55].

Relacidn estructura-actividad de los brasinoesteroides en el anillo B

La mayoria de los BRs mas activos llevan la funcién 6-oxo-7-oxalactona, seguida en
actividad relativa por los BRs 6-ceto. La ausencia de una funcién de oxigeno en el anillo
B disminuye significativamente la actividad relativa de BRs, como en el caso de 6-
deoxocastasterona que muestra soélo el 1% de la actividad relativa de castasterona [56].
Mandava (1988) confirmé que los BRs 6-desoxo son practicamente inactivos [57]. La
transformacidon de la 6-oxo-7-oxalactona a cetona o 7-oxo-6-oxalactona cambia

drasticamente su actividad bioldgica relativa (Figura 10) [58]—[60].

6-desoxo 7-oxo-6-oxalactona 6-oxo-7-oxalactona

|—Activo +Activ0>

Figura 10. Funciones comunes en el anillo B, ordenados por actividad relativa biolégica asociada (de menor a
mayor) segun Takatsuto et al. (1983) [55].
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Relacion estructura-actividad de los brasinoesteroides en la fusion
de anillos A/B

La estructura del nucleo esteroidal de los BRs ha sido confirmada por cdlculos cuanticos
de orbitales moleculares, experimentos de RMN y estudios de difraccién de rayos X, los
cuales también han revelado que en la serie 5a (fusién de anillos A/B trans), los anillos
Ay B asumen una conformacion “silla” (Figura 11). Este tipo de conformacién ha sido
también confirmada por el anillo B de 6-cetobrasinosteroide, mientras que en los 6-oxo-
7-oxalactona el anillo B de 7 miembros tiende a inclinarse respecto al plano de los anillos
adyacentes (Figura 12) [4], [61]. En BRs de la serie 5B (fusion de anillos A/B cis), el anillo
A también asume una conformacién “silla”, pero se establece casi perpendicularmente
al plano formado por los anillos B, Cy D (Figura 11). La transformacion de brasinélido
(de conformacidn nativa 5a) a 5B-brasinélido [62] mostré una pérdida casi completa de
la actividad relativa medida a través de RLIT, lo que indica que la fusidn trans de anillos

A/B es esencial para esta actividad bioldgica [63].
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Figura 11. Conformaciones espaciales del ndcleo esteroidal de 5a-colestano y 58-colestano con fusion de los
anillos A/B tipo cis (izquierda) menos activo biol6gicamente y con fusion de los anillos A/B tipo tras (derecha) con
mayor actividad relativa bioldgica asociada. Optimizacién espacial realizada con herramienta MM2 Dynamics,
CambridgeSoft®, MA 02451 USA.
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Figura 12. Conformaciones espaciales del ntcleo esteroidal de 5a-colestano con presencia en el anillo B de las
funciones: 1. 6-desoxo (menor actividad bioldgica asociada); 2. 6-oxo (biolégicamente activo); 3. 7-oxalactona
(mayor actividad biologica asociada). Optimizacion espacial realizada con herramienta MM2 Dynamics,
CambridgeSoft®, MA 02451 USA.

Relacion estructura-actividad de los brasinoesteroides en la
cadena lateral

Mori (1980) fue el primero en reportar la sintesis y la alta actividad biolégica de 22,23
diepi-28-homobrasindélido en RLIT (Oryza sativa cv. Kinmaze) [64]. Los analogos 28-
homo-brasindlido (5) y 28-homo-castasterona (6) (Figura 6) presentan 100 y 87% de la
actividad relativa comparada con el brasindlido (1), respectivamente, en RLIT [65]. La
Figura 13 presenta la cadena lateral de los BRs naturales en orden de actividad segun

Romero-Avila et al. (2007).
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Figura 13. Cadena lateral de 5a-colestano en orden de actividad relativa bioldgica asociada de menor a mayor
seglin Romero-Avila et al. (2007) [66].

Estrategias sintéticas

Modificaciones hemisintéticas de la cadena lateral

Entre las diversas modificaciones, la principal realizada al esqueleto esteroidal de
ciclopentanoperhidrofenantreno ha sido la sintesis de analogos espirostanicos, los
cuales han sido informados y preparados por diferentes autores. Algunas de estas
estructuras se muestran en la (Figura 14). Los compuestos 19 hasta 22 son ingredientes
activos incorporados en formulaciones comerciales, que actualmente estan siendo

utilizados en la produccidn y proteccion agricola [67]-[71].

La aplicacion de soluciones de los compuestos 25 y 26 en H,O/EtOH (concentraciones
entre 0,001-0,1 pg /mL) en semillas de naranjo, produjo una fuerte promocion en la
germinacién [72], [73]. Ademas, el compuesto 27 produce una estimulacidn significativa
a las dosis de 2,5 y 5 ng/planta en el ensayo de la elongacién del segundo entrenudo de
habas [66]. Por otro lado, el mismo compuesto mostrd actividad biolégica al ser
evaluado en bioensayo de elongacién y expansion de cotiledones de rabanos (Raphanus
sativus L.). La actividad promotora del crecimiento mas alta se observd a la
concentraciéon de 10 ppm, a la cual los hipocétilos de rabano tratados con el epdxido
27 aumentaron significativamente su longitud de 20,7% por sobre el control sin tratar
[74]. Mientras que las soluciones en H,O/EtOH [Concentraciones 0,01, 0,1y 1 ppm] de

los compuestos 28 y 29 (Figura 14), mostraron un fuerte aumento en la promocion de
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la actividad de la planta. El efecto consistid en un aumento en la longitud de los

hipocétilos y en el aumento en peso de los cotiledones tratados [75].

HO,,

HO™

HO,, R
RGP 24:R;=R,=H
HO" HO R, 25:R; = OH, R, = H
0 26: R; = OH, R, = OH

HO.,

HO"

Figura 14. Estructuras de anélogos de brasinoesteroides con cadenas laterales de tipo espirostanicas.

La mayoria de los BRs bioactivos poseen en la cadena lateral la funciéon 22R, 23R diol
vecinal, que parece esencial para una alta actividad bioldgica. Sobre esta base, varios
estudios han informado de los requisitos estructurales que deben poseer estos
compuestos para poseer una alta actividad bioldgica. Estas investigaciones concluyen
que la actividad de los BRs depende de la orientacion espacial y de los dtomos 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 distribucién
espacial de todas las funcionalidades presentes en ella. Esta orientacidn espacial puede

ser indicada como distancias o angulos entre los atomos de oxigeno presentes en un
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BRs. En este sentido, se propone una nueva forma de definir los requisitos estructurales

para que un brasinoesteroide sea activo [76], [77].

Sin embargo, en las ultimas décadas, los esfuerzos se han centrado en la sintesis de
nuevos andlogos de BRs, manteniendo patrones comunes de funciones orgdnicas en los
anillos A/B y fusion “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,
acidos carboxilicos ciclicos, etc.) Sorprendentemente estos analogos han presentado
resultados interesantes en la actividad bioldgica. A continuacién, se describen algunas

estructuras y propiedades bioldgicas de los andlogos mas representativos de este tipo.

El compuesto 30 (Figura 15), muestra alta actividad promotora del crecimiento en
granos, evaluada en los ensayos del primer y segundo entrenudo del frijol [78]. Mientras
que el compuesto 31 (23-Arilbrasinoesteroide) y otros analogos de este tipo son
considerados como posibles promotores de crecimiento de las plantas y candidatos
prometedores para la aplicacion en la agricultura [79], [80]. El analogo 32 (Figura 15),
muestra una considerable actividad promotora del crecimiento en el incremento de

longitud en epicodtilo [81].

HO,, HO,,

HO,,

HO"

HO HO™
e} 30 o) 31 (0] 32

H

Figura 15. Estructuras de analogos de brasinoesteroides con diferencias significativas en la cadena lateral.

Otros andlogos de BRs con importantes cambios estructurales en la cadena lateral se

muestran en la (Figura 16). Los andlogos 33-38 mostraron una actividad similar y en
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algunos casos superiores al brasindlido (compuesto usado como control positivo) en el
ensayo de la inclinacion de la hoja (ldamina) de arroz [82]. Mientras que los analogos 39-
42 con cadenas laterales de tipo acilo fueron ensayados en el test de inclinacién de la
[dmina de arroz de la variedad enana, destacandose la mayor actividad mostrada para
los compuestos 41 y 42 [83]. Los andlogos de BRs de tipo androstano, con grupos 17f3-
éster como los compuestos 43 y 44 (Figura 16), mostraron la actividad mas alta, con
valores de (19,5 mm)y (17,4 mm) respectivamente. En el caso de epdxido 43, la cantidad
aplicada fue de 10° My en el caso del compuesto 44, 108 M por planta, en el bioensayo

del segundo entrenudo del frijol [84].

:R=1tBu
:R=n-C3H;

: R = ciclohexil
: R = ciclopentil
: R = ciclobutil

: R = ciclopropil

Figura 16. Estructuras de analogos de brasinoesteroides con cadenas laterales de tipo 24-alquil; 24-cicloalquil y
grupos ésteres en posicion 17.

Un interesante trabajo relacionado con las actividades biolégicas de andlogos de BRs
con funciones de tipo dioles 2a,3a frente a dioles 3a,4a fue explicada por métodos de
modelamiento molecular. En este caso, los andlogos de tipo dioles 30,4q,
sorprendentemente, fueron mas activos que los dioles 2a,3a. Este trabajo sugiere que
la mayor actividad de los 3a, 4a podria ser explicada por la torsion y distorsién de las
moléculas debido al tamafio del anillo B cuando este es de siete u ocho atomos vy

también por la posicién de un grupo carbonilo con respecto a la funcidn diol en el anillo
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A. Metodologias informaticas de 3D-SAR, como los alineamientos y superposiciones de
mapas de potencial electrostatico en los andlisis 3D-QSAR GRID-GOLPE (similar a
CoMFA) que se utilizaron como herramientas para explicar la mayor actividad bioldgica
de los dioles 3a,4a para los compuestos 45 y 46 (Figura 17) en comparacion con los
dioles equivalente 2a,3a del anillo B expandido de los BRs. Sin embargo, en estos
analogos la funcidon oxigenada no estd presente en la cadena lateral, pero muestran

elevada actividad bioldgica en el bioensayo del segundo entrenudo de frijol (BSIB) [85].

Figura 17. Estructuras de analogos de brasinoesteroides con cadenas laterales no oxigenadas y diferente tamafio
de anillo B.

Por otra parte, las tres cetonas polihidroxiladas 47-49 (Figura 18) presentes en la funcién
5a-hidroxi-6-oxo se obtuvieron a partir del colesterol. Dos de ellas son promotoras de
crecimiento en el bioensayo del segundo entrenudo del frijol. Los resultados obtenidos
indican que la presencia de la funcién 5a -hidroxi-6-oxo puede ser capaz de inducir la
promocion del crecimiento de la planta, incluso en ausencia de funciones oxigenadas en

la cadena lateral [86].
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HO,,,

HO"

o} 49

Figura 18. Estructuras de analogos de brasinoesteroides con cadenas laterales no oxigenadas y funcion 5a-
hidroxi-6-oxo.

Recientemente se informaron las actividades bioldgicas de nuevos andlogos de BRs
monohidroxilados con menor nimero de atomos de carbono y funcién de éster metilico
en la cadena lateral. Es asi como los compuestos 50-52 (Figura 19) mostraron actividad

en el bioensayo del segundo internodo de habas [87].

CO,Me CO,Me

HO\\‘ HO\"

50 51

Figura 19. Analogos de brasinoesteroides monohidroxilados, con cadena lateral y funcion de éster metilico.

Una importante recopilacion de antecedentes sobre la sintesis y evaluaciones bioldgicas
de derivados de BRs preparados a partir de acido hiodesoxicélico (53) describe la
obtencién de analogos con diferente largo en la cadena lateral, manteniendo las
funciones carboxilicas y ésteres metilicos, asi como las diferentes estrategias utilizadas

para la construccion de la cadena lateral de los BRs [88].

De esta forma fue descrita la sintesis de los compuestos 54 y 55 (Figura 20) [89], donde
54 mostrd una alta actividad en los ensayos del primer y segundo internodo de habas
[78]. Mientras que los compuestos 56 y 57 (Figura 20), mostraron un leve efecto en el
ensayo de la inclinacion de la ldmina de arroz a concentraciones entre 1 - 0,01x10°® M

[90].
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HOY

56

Figura 20. Estructuras de analogos derivados de acido hiodesoxicolico (53) con significativo efecto en el
crecimiento vegetal.

Por otra parte, una serie de derivados mono, dihidroxilados y diacetilados, en forma de
acidos y ésteres metilicos en la cadena lateral, fueron sintetizados desde 4cido
hiodesoxicélico, este trabajo reportd la sintesis del compuesto 54 (Figura 20) y los
compuestos 58 al 67 (Figura 21) [91]. De todos estos derivados, sélo se informd la
actividad bioldgica del compuesto 66 [89] y del compuesto 67, donde este ultimo mostrd
actividad cercana a 50% en los ensayos del primer y segundo internodo de habas,

comparada con el 24-epibrasindlido (2) [89], [92].
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61: R; = Ac; R, = CHy
62: R{=H;R,=H
63: Ry =H; R, = CHj3

G 58: Ry =Ac; R, = CH3 .
59:R;=H;R,=H R,0O"
o} 60: R, = H; R, = CHj4 O

Ty

“w,, C02R2 n,, COsz

R40,, R10,,

W 0 v
R:O 64: R = H; R, = CH, R;0' O 66:R,=H:R,=H

0 65:R;=H;R,=H o] 67: Ry =H; R, = CHs

Figura 21. Estructuras de analogos derivados de acido hiodesoxicdlico (53) con funciones mono, dihidroxilada,
mono y diacetilada en anillo A, funcion lactona en anillo B y cadena lateral de acido carboxilico y éster metilico.

Adicionalmente los compuestos 68-70 (Figura 22) fueron preparados como intermedios
de sintesis para acceder a los analogos 64 y 65 (Figura 21) [93]. Sin embargo, los autores

no reportaron las evaluaciones bioldgicas de estos compuestos.

7
“,
s,

002CH3 COZR
HO,,

HO"

HO" :R = CHj
o) 68 0 70: R = H

H f

Figura 22. Estructuras de andlogos derivados de acido hiodesoxicélico (53) con funciones a-mono y a-
dihidroxiladas en anillo A, funcion cetona en anillo B y cadena lateral de &cido carboxilico y éster metilico I1.

Teniendo en consideracion los significativos cambios introducidos en la cadena lateral
de andlogos de BRs y el posible efecto bioldgico que esto puede producir, otros autores
han reportado la sintesis de los compuestos con cadenas laterales mas cortas del tipo
24-nor, 22-23-dihidroxi-colanos. Sin embargo, la actividad bioldgica de estos

compuestos no fue informada [79]. Adicionalmente, se reportd un nuevo método para
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la sintesis de los compuestos 74 y 75. Sin embargo, estos fueron evaluados como

potenciales inhibidores del sistema neuroinflamatorio [94].

Por otra parte, y considerando estas modificaciones en la cadena lateral de tipo 24-nor,
se sintetizaron otros analogos de 2-desoxi-BRs a partir del acido desoxicélico 76, que
contienen funciones oxigenadas en el anillo C, con cadena lateral del tipo 24-nor, 22(S)-
23-dihidroxilo y con fusién cis de los anillos A/B, como los compuestos 77 y 78 (Figura
23). Las actividades promotoras del crecimiento en plantas de los compuestos 77 y 78
fueron ensayadas en los test de elongacién de hipocétilos y en la expansién de los
cotiledones de rabano. En este caso el compuesto 77 mostré actividad promotora del
crecimiento a una concentracion de 10 ppm en ambos bioensayos, mientras que el
compuesto 80 mostré un efecto inhibidor en el test de expansién de cotiledones a la
misma concentracién [95], [96]. Siguiendo la misma linea, recientemente se informé la
sintesis de nuevos andlogos 2-desoxi-BRs con funcionalizacion 11-oxo-12B-hidroxi en el
anillo C, y con cadena del tipo 24-nor-22(S)-23-dihidroxi y 22(S)-23-diacetoxi
[compuestos 81-83, (Figura 23)], para estos compuestos no se informaron datos de

actividades bioldgicas y fueron preparados desde acido desoxicdlico 76 [97].
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75: R = H; C22 o-OH

Ty

HO,,
HOY

O 71.co2p-0H

HO"
72: C22 0-OH

N
\
W

77: Ry =Ac; R, =R3=H
R»]O\\‘ 78: R1 = R2 = R3 =Ac
H 79:R1=R,=R3=H

HO™
H
Acido Desoxicélico (76)
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Figura 23. Estructuras de analogos de brasinoesteroides con cadenas laterales de tipo 24-nor colanos, preparados

desde &cido hiodeoxicolico (53) y desoxicélico (76).



PROPUESTA

A partir de la revision bibliografica, los requerimientos estructurales necesarios para que
un brasinoesteroide presente una alta actividad bioldgica, se pueden resumir de la

siguiente forma:

1. Debe contener funciones: cis 2a, 3a-glicol o 3a-monohidroxilada en el anillo A.
2. Funcién 6-ceto, 6-ceto-7-oxalactona o 7-ceto-6-oxalactona en anillo B.
3. Fusion de anillos A/B de tipo trans.

4. En la cadena lateral se requiere de funcidn cis glicol en los carbonos C22 y C23
preferentemente con configuraciones 22R, 23R y un grupo sustituyente alquilo de
tipo metilo o etilo en el carbono C-24.

Sin embargo, este ultimo requisito parece estar en contradiccién con las actividades
bioldgicas mostradas por un importante nimero de andlogos de BRs, en los cuales se
observan modificaciones estructurales considerables en la cadena lateral en
comparacion con los BRs naturales, por ejemplo: cadenas laterales mas cortas,
diferentes funciones oxigenadas, cadenas de tipo espirostdnicas, sustituyentes
aromaticos y ciclicos, cadenas laterales sin funciones oxigenadas, con funciones
carboxilicas, ésteres, epdxidos, acetatos, amidas, etc. Segun la informacidn recopilada 'y
dada la diversidad de posibles estructuras encontradas en la cadena lateral, se establece
que los requerimientos estructurales de la cadena para que estos analogos presenten

actividad bioldgica no estarian del todo claro.

En base a estos antecedentes bibliograficos previamente expuestos se plantea
determinar el efecto de la aplicacién de los nuevos analogos de BRs en cultivos in vitro
del hongo Botrytis cinerea y el efecto de la aplicacidn de estos analogos en cultivos
celulares in vitro de diferentes lineas de cancer humano. Estos andlogos tendran en su

estructura cadena lateral del tipo 24-nor derivada del acido hiodesoxicélico (53), con
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funciones C22(S), C22(R) y C23 dihidroxilado, funcién 3a-monohidroxilada en anillo A,
funcién 6-oxo-7-oxalactona o 7-oxo-6-oxalactona en anillo B y fusion de anillos A/B de
tipo trans. Los que corresponden al compuesto conocido 84 y los compuestos nuevos

85 al 89 (Figura 24).

HO"

Figura 24. Estructuras de los compuestos objetivos de sintesis y estudio de actividad antifitopatdégena contra
Botrytis cinerea y actividad antineoplasica en lineas de cancer hormono-dependientes.
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HIPOTESIS

En base a los antecedentes bibliograficos, la hipdtesis que sustenta esta investigacion

es:

Nuevos analogos de BRs sintetizados a partir del acido hiodesoxicélico (53) con
cadena lateral del tipo 24-nor, con C22(S), C22(R) y C23 dihidroxilados, funcién 3a-
monohidroxilado en anillo A, funcién 6-oxo-7-oxalactona o 7-oxo-6-oxalactona en
anillo B y con fusidn de anillos A/B de tipo trans seran capaces de inhibir el

crecimiento micelial del hongo Botrytis cinerea en cultivo in vitro.

Ademas, estos nuevos andlogos de BRs seran capaces de reducir la viabilidad
celular de lineas celulares humanas tumorales: PC-3 (cancer de préstata), HT-29
(cancer de colon), MCF7 (cdncer mamario), respecto a la linea celular humana

normal tipo CoN (células epiteliales no tumorales de colon).
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CAPITULO 2 - Objetivos
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Objetivo general

Sintetizar nuevos andlogos de BRs a partir del acido hiodesoxicolico (53) y
determinar el efecto de la aplicacion del compuesto conocido 84 y los nuevos
derivados sintéticos 85-89, (Figura 24) en la inhibicion de crecimiento del hongo
patégeno Botrytis cinerea bajo condiciones in vitro y en la viabilidad de distintas

lineas celulares tumorales humanas.

Objetivos especificos

1. Sintetizar el compuesto conocido 84 y los nuevos analogos 85-89 (Figura 24).

2. Caracterizar mediante propiedades fisicas (punto de fusién, rotacién optica) y

espectrométricas (RMN, IR y EM) los compuestos analogos sintetizados.

3. Evaluar el efecto de la aplicacién de los compuestos analogos sintetizados sobre la

inhibicidn del crecimiento micelial del hongo Botrytis cinerea in vitro.

4. Evaluar el efecto de la aplicacion de los compuestos andlogos sintetizados sobre la
viabilidad de las lineas celulares de cancer de préstata (PC-3), cancer colorrectal (HT-
29), cancer de mamas (MCF7) y linea celular epitelial no tumoral de colon (CoN),

mediante ensayos colorimétricos de cuantificacién de citotoxicidad celular in vitro.
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CAPITULO 3 - Métodos experimentales
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Esquema general de sintesis

En la Figura 25 se presenta la estrategia general de sintesis, disefiada y optimizada para
la obtencién del compuesto analogo 84 y los nuevos compuestos analogos 85 al 89, a

partir de acido hiodesoxicélico (53).

CO.H j CO,R / COR / COR

HO" HO™ : R,0" R,0"

Z B H:
HOH HOH OH HO

Acido hiodeoxicélico (53)

Figura 25. Esquema general de sintesis para la obtencién de los compuestos objetivos y estudio de actividad antifitopatégena
contra Botrytis cinerea y actividad antineoplésica frente a células de cancer de diverso origen histopatoldgico.
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Estrategia sintética disenada para la obtencién
de los nuevos andlogos de brasinoesteroides

Ruta de sintesis del compuesto andlogo 104

COLH ' CO,CHs CO,CH; J CO,CHs
CHaOH Jones
—_— _Jones_
H2SO, CHoCl, .
i reflujo | .
HO" : HO" -~ 90 o 95  poo 97
H : : H H
OH OH I6)
" . - 1) NaBH, / MeOH
Acido hiodeoxicélico (53) 0°C
2) C.C. separacién
CO,CH; COzH
Pb(OAc)
HCI 2% 4,
97 C}-:3tOH 1) l;)zigf/r:OH CCL::O/A(;)Z-
- - o - A 6rg/etiujo -
HO 98 3) Ac,O/DMAP/CH,CI, AcO i AcO
0 o

Figura 26: Esquema de sintesis propuesto para la obtencidn del compuesto precursor comdn 104 [98]-[102].

Ruta de sintesis del compuesto andlogo 84

OH

N OH

0s0,/NMMNO
—_—
acetona/H,0O M
DMAP/CH,Cl,
RUCl3.3H,0/NalOy  pco™ AcO"
—_— -

o EA/acetona/CH,CN o 108 (22R)+109(225)

1) KoCO3/(CH3),CO
reflujo
2) C.C. re-crist.

Figura 27: Esquema de sintesis propuesto para la obtencién del compuesto 84 [72], [95], [101], [103]-[106].
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Ruta de sintesis de los compuestos andlogos 86 y 87

Ac,O/DMAP
CH,Cly
AcO"

OAc
OAc

CF4CO3H
—_—
CH,Cl,
g1 HNaPO,

AcO™

OAc

1) separacion
2) K,CO3/acetona
reflujo

Figura 28: Esquema de sintesis propuesto para la obtencion de los compuestos 86 y 87 [72], [101], [103]-[105].

Ruta de sintesis del compuesto andlogo 85

K,COy/
CeHsCOCI ac‘;t‘?na
) DMAP/CH,Cl, refue
m-CPBA o] v
104 ——— Y AcO'
2v12 St
O 106(225)+107(22R) , on
separacion OH OH
r\/o ’~..r</0 Tp:Fs/oHHO ’c.,/k/OH chosflla(.:etona
St 106 St 107 rt 2 St 17 refuio
HO™ ™72
H
o]

Figura 29: Esquema de sintesis propuesto para la obtencion del compuesto 85 [72], [95], [101], [103]-[106].
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Ruta de sintesis de los compuestos andlogos 88 y 89

OAc OAc
P 2, PAc OAc OAc
OH OAc
Ac,O/DMAP CF3CO3H
= CH,Cl, *
2
. CH,Cly . HNa,PO,
HO' AcO" . .
(o] o AcO' AcO'

1) separacion
2) K,COg/acetona
reflujo

Figura 30: Esquema de sintesis propuesto para la obtencion de los compuestos 88 y 89 [72], [101], [103]-[105].
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Materiales e instrumentacion usados en sintesis
orgdnica

Cromatografia en capa fina (CCF)

Se utilizan placas cromatograficas de Silica gel Merck® 60F-254. Las placas son eluidas
en mezclas de solventes orgdnicos segun el tipo de compuesto a separar. Los
cromatogramas se revelaron por inmersién en una solucidn de acido sulfarico al 10% vy

posterior calcinacidn sobre placa calefactora.

Cromatografia en columna de silica gel (CC)

Las separaciones por columna se realizaron con Silica gel Merck® 60 (0,032 - 0,063 mm).
Los eluyentes son mezcla de solventes orgdnicos en polaridad creciente, los cuales se

ajustan en composicién y proporcion segun los compuestos a separar.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros (*H RMN, 3C RMN, 3C DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC) fueron
registrados en un espectrometro digital Bruker Avance 400, utilizando como solvente
cloroformo deuterado (CDCl;) o metanol deuterado (CD30OD) al 99,8%. Los
desplazamientos quimicos (6) son expresados en partes por millén (ppm) vy las
constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). Como referencia se utilizé el
desplazamiento quimico de las sefiales residuales para los espectros de H: & CDCl; =
7,24 ppm, 6 CD30D (1) = 3,31 ppm, 6 CD30D (2) = 4,78 ppm; y las sefiales residuales para

los espectros de '3C: & CDCI3 = 77,00 ppm & CD30D = 49,2 ppm, y respectivamente.

Espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR)

Los EMAR fueron registrados en un espectrémetro de masas Thermo Fisher Scientific

Exactive Plus Orbitrap con un poder de resolucion de 140,000 FWHM, ademas, fueron
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registrados en modo de barrido completo, cubriendo masas con un rango m/z de 300 a

500.

Espectroscopia IR

Los espectros de Infrarrojo fueron registrados en un espectrometro Thermo Scientific
Nicolet 6700 FT-IR, usando discos soporte de NaCl. Las frecuencias de absorcién fueron

expresadas en nimero de onda (cm™).

Puntos de fusion

Los puntos de fusién fueron determinados utilizando un instrumento marca Aldrich,

modelo Stuart SMP3. Una vez medidos no fueron corregidos.

Rotacion optica [a]Dt

Las rotaciones épticas fueron registradas en un polarimetro Optical Activity LTD, modelo
AA-5 con lampara de sodio. Se determinaron en solucién de CHCl; o MeOH, utilizando
celdas de 1 cm. Las concentraciones se expresan en g/100 mL. La temperatura de lectura

fue de 19° C, a menos que se indique lo contrario.

Reactivos e insumos utilizados en esta investigacion

Estos reactivos fueron utilizados directamente y sin procesos adicionales de purificacion.

Tabla 1. Reactivos e insumos utilizados en esta investigacion (Nimero CAS).

Nombre Marca Numero CAS
Acetato de cobre I Merck 142-71-2
Acetato de plomo IV Sigma-Aldrich 546-67-8
Acetona p.a. Merck 67-64-1
Acetonitrilo p.a. Merck 75-05-8
Acido acético glacial Merck 64-19-7
Acido clorhidrico 37% Merck 7647-01-0
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Acido hiodeoxicélico Alfa Aesar 83-49-8
Acido p-toluensulfénico Merck 104-15-4
Acido sulfdrico Merck 7664-93-9
Anhidrido acético Merck 108-24-7
Anhidrido triflico Merck 358-23-6
Anhidrido trifluoroacético Sigma-Aldrich 407-25-0
Benceno p.a. Merck 71-43-2
Borohidruro de sodio Sigma-Aldrich 16940-66-2
Bromuro de litio Merck 231-439-8
Carbonato de litio Sigma-Aldrich 554-13-2
Carbonato de potasio Fluka 584-08-7
Carbonato monoacido de sodio Merck 144-55-8
Cloroformiato de etilo Merck 541-41-3
Cloroformo p.a. Merck 67-66-3
Cloruro de benzoilo Merck 98-88-4
Cloruro de metansulfonilo Sigma-Aldrich 124-63-0
TLC Silica gel 60 Fysq4 Merck (cédligyl\irck)
Diclorometano p.a. Merck 75-09-2
Dimetilfomamida Merck 68-12-2
DMAP Sigma-Aldrich 1122-58-3
Fosfato monodcido de sodio Merck 7558-79-4
m-CPBA Sigma-Aldrich 937-14-4
Metanol p.a. Merck 67-56-1
N-Metilmorfolina N-oxido Sigma-Aldrich 7529-22-8
Oxido de cromo VI Sigma-Aldrich 1333-82-0
Piridina Merck 110-86-1
Silica gel pa;(r)?oj(c))r_ng,tgég;arg?n?n columna Merck 7631-86-9
Sulfato de sodio, anh. Fluka 7757-82-6
Sulfato monoacido de potasio Merck 7681-38-1
Tetréxido de osmio Sigma-Aldrich 20816-12-0
Tiosulfato de sodio Merck 7772-98-7
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Solventes utilizados como eluyentes en esta investigacion

Los solventes grado técnico utilizados para este fin fueron purificados por destilacién con
columna de fraccionamiento y trampa de humedad, y posteriormente secados con sulfato de
sodio anh. o cloruro de calcio anh.

Tabla 2. Solventes utilizados como eluyentes en esta investigacion.

Solvente Temperatura de captura (°C)
Acetato de etilo 77
Diclorometano 40

n-Hexano 60 - 80

Metanol 64
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Metodologias usadas en la sintesis de los
andlogos de brasinoesteroides

El trabajo sintético se realizd bajo la supervision del Dr. Luis Espinoza Cataldn, en el
Laboratorio de Sintesis Organica y Productos Naturales, Departamento de Quimica,

Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile.

Sintesis del compuesto 3a,6a-dihidroxi-56-colan-24-oato de metilo (90)

N
N

22\23 COOH COOCH3
24

CH,;OH
H,SO,
reflujo HO . 90
H -

H 2 OH

Figura 31. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 90.

Se disolvid 25,0 g (63,68 mmol) de acido hiodesoxicélico (53) (PM 392,58 gr/mol) en 150
mL de CH3OH, luego se agregd 1 mL de H.SO4 y mantuvo en reflujo con trampa Dean-
Stark por 120 minutos. El término de la reacciéon se monitoreé por CCF. Finalizada la
reaccién se concentrd en rotavapor, lavé con una solucién saturada de NaHCOs (2 x 25
mL) y se extrajo con acetato de etilo, lavando la fase organica hasta obtener pH 7. La
fase organica se secd sobre Na;SOa4 anh. Finalmente, el solvente se evapord a sequedad

en rotavapor.

Compuesto 90:

En la sintesis de 3a,6a-dihidroxi-5B-colan-24-oato de metilo (90) se obtuvo un
rendimiento de 97,3 %

Punto de fusiéon: 62,5 + 2,5 °C

IR Vmax (cm™1): 3385 (0-H), 2938 (C-CH3), 2858 (C-CH,-C), 1743 (C=0), 1452 (CH,), 1376
(CHs), 1169 (C-0O).
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1H RMN &: 4,05 (ddd, J = 4,8, 4,8 y 11,9 Hz, 1 H, H-C6), 3,66 (s, 3H, OCHs), 3,62 (m, 1H,
H-C3), 2,35 (ddd, J = 5,1, 10,1 y 15,0 Hz, 1H, H-C23), 2,21 (ddd, J = 6,6, 9,6 y 15 Hz, 1H,
H-C23), 0,91 (d, J = 5,1 Hz, 3H, H-C21), 0,90 (s, 3H, H-C19), 0,63 (s, 3H, H-C18).

13C RMN 6: (C1) 35,56, (C2) 29,2, (C3) 71,48, (C4) 34,86, (C5) 48,4, (C6) 67,98, (C7) 30,11,
(C8) 34,79, (C9) 39,81, (C10) 35,9, (C11) 20,72, (C12) 39,92, (C13) 42,8, (C14) 55,89, (C15)
28,1, (C16) 24,17, (C17) 56,14, (C18) 11,98, (C19) 23,48, (C20) 35,32, (C21) 18,21, (C22)
30,91, (C23) 31,02, (C24) 174,71, (OCHs) 51,48.

Sintesis de los compuestos: 3a-hidroxi-6a-etoxicarbonil-58-colan-24-
oato de metilo (91) y 3a,6a-dietoxicarbonil-58-colan-24-oato de metilo
(92)

CO,CHg CO,CHs
Cloroformiato de etilo

CHoCl,/Py HO™ 91

Figura 32. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 91 y 92.

Se disolvio 1,0 g (2,46 mmol) del compuesto 90 (PM 406,61 gr/mol) en 60 mL de CH,Cl,
y se mantuvo en bafo de agua-hielo (0 °C) y agitacién suave. Se agregé 10 mL de py, 10
mg de DMAP y 2,0 mL de cloroformiato de etilo (en exceso). El avance y término de la
reaccidon se monitored por CCF. Finalizada la reaccién se agregd 25 mL de acetato de
etiloy 10 mL de HCI 2 %. La fase organica fue lavada con H,0 hasta obtener pH 7 y luego
con NaxSO4 anh. El producto se filtré y evapord completamente el solvente. El material
se diluyé en 3 mL CHCl; y se mezcld con silica fina (0,032 - 0,063 mm) para finalmente
ser separado por CC utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo en gradiente de

20 mL en polaridad creciente.

Compuesto 91:

Para la sintesis de 3a-hidroxi-6a-etoxicarbonil-5B-colan-24-oato de metilo (91) se obtuvo un

rendimiento de 8,1 %.
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Punto de fusion: 53 + 3 °C
IR Vmax (cm™): 3451 (O-H), 2942 (C-CHs), 2869 (C-CH>-C), 1740 (C=0), 1454 (CH>), 1373
(CHs), 1170 (C-0).

1H RMN 6&: 4,85 (ddd, J = 4,8, 7,3y 12,1 Hz, 1H, H-C6), 4,04 (q, J = 7,0 Hz, 2H, OCH,CHs),
3,54 (s, 3H, OCHs), 3,47 (m, 1H, H-C3), 2,23 (m, 1H, H-C23), 2,10 (m, 1H, H-C23), 1,34 (t,
J = 7,9 Hz, 3H, CHsCH,0-C6), 0,85 (s, 3H, H-C19), 0,79 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-C21), 0,54 (s,
3H, H-C18).

3CRMN &: (C1) 35,56, (C2) 27,97, (C3) 74,78, (C4) 34,87, (C5) 45,23, (C6) 77,08, (C7)
30,85, (C8) 34,56, (C9) 39,68, (C10) 35,96, (C11) 20,56, (C12) 39,77, (C13) 42,78, (C14)
55,78, (C15) 26,24, (C16) 24,0, (C17) 56,02, (C18) 11,92, (C19) 23,06, (C20) 35,22, (C21)
18,15, (C22) 30,93, (C23) 31,16, (C24) 174,55, (OCHs) 51,38, (CO3) 154,51, (OCH,CHs)
68,65, (OCH,CHs) 21,19.

Compuesto 92:

Para la sintesis de 3a,60-dietoxicarbonil-5B-colan-24-oato de metilo (92) se obtuvo un
rendimiento de 41,2 %.

Punto de fusion: 54 + 2 °C

IR Vmax (cm™): 2946 (C-CH3), 2870 (C-CH,-C), 1740 (C=0), 1466 (CH), 1369 (CHs), 1171
(C-0).

1H RMN &: 4,96 (ddd, J = 4,6, 9,8 y 11,8 Hz, 1H, H-C6), 4,55 (ddd, J = 4,3, 10,8 y 15,5 Hz,
1H, H-C3), 4,14 (q, J = 7,0 Hz, 4H, 2xOCH,CHs), 3,63 (s, 3H, OCH3), 2,32 (m, 1H, H-C23),
2,19 (m, 1H, H-C23), 1,33 (t, J = 8,0 Hz, 6H, 2xOCH,CHs-), 0,95 (s, 3H, H-C19), 0,88 (d, J =
6,3 Hz, 3H, H-C21), 0,61 (s, 3H, H-C18).

13C RMN &: (C1) 35,29, (C2) 27,32, (C3) 73,33, (C4) 31,09, (C5) 46,21, (C6) 73,35, (C7)
36,41, (C8) 31,04, (C9) 53,81, (C10) 35,53, (C11) 21,09, (C12) 39,97, (C13) 42,88, (C14)
55,06, (C15) 27,19, (C16) 28,42, (C17) 56,34, (C18) 12,14, (C19) 13,18, (C20) 35,82, (C21)
18,29, (C22) 31,33, (C23) 31,11, (C24) 174,55, (OCHs) 51,38, (COs) 154,62, (COs) 154,51,
(C3-OCH,CHs) 70,55, (C3-OCH2CHs) 21,34, (C6-OCH,CHs) 71,72, (C6-OCH,CHs) 21,31.
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Sintesis de los compuestos: 3a,6a-dibenzoiloxi-56-colan-24-oato de
metilo (93) y 3a-benzoiloxi-6a-hidroxi-56-colan-24-oato de metilo (94)

CO,CH;

PhCOCI
DMAP

90 CH,Cl,/Py

HO™

Figura 33. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 93 y 94.

Se disolvid 1,0 g (2,46 mmol) del compuesto 90 (PM 406,61 gr/mol) en 60 mL de CH,Cl,
con 0,1 mL de py, 10 mg de DMAP y 3,0 mL de cloruro de benzoilo (en exceso). El avance
y término de la reaccién se monitored por CCF. Una vez finalizada la reaccidn se agregd
10 mL de HCl 2% y 25 mL de EtOAc, luego lavé con H;0 hasta obtener pH 7. La fase
organica fue secada con Na;SOs anh. y posteriormente el solvente fue evaporado
completamente. El producto se diluyé en 3 mL CH2Cl; y se mezclé con silica fina (0,032 -
0,063 mm) para finalmente ser separado por CC utilizando una mezcla de hexano-

acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente.

Compuesto 93:

Para la sintesis de 3a,6a-dibenzoiloxi-5B-colan-24-oato de metilo (93) se obtuvo un
rendimiento de 40,6 %.

Punto de fusiéon: 72,5+ 2,5 °C

IR Vmax (cm™): 3072 (C-H, Ar), 2950 (C-CHs), 2872 (C-CH»-C), 1688 (C=0), 1602 (C=C, Ar),
1583 (Ar), 1453 (CH), 1326 (CHs), 1178 (C-0O).

1H RMN &: 8,08 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-C2-Ar-C3), 8,02 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-C2-Ar-C6), 7,54
(m, 2H, H- C4-Ar-C3), 7,42 (m, 4H, H-C 3,5 Ar-C3 y Ar-C6), 5,46 (ddd, J = 4,6. 9,9 y 12,1
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Hz, 1H, H-C6), 5,03 (m, 1H, H-C3), 3,68 (s, 3H, OCHs), 2,35 (m, 1H, H-C23), 2,26 (m, 1H,
H-C23), 1,08 (s, 3H, H-C19), 0,94 (d, J = 6,4 Hz. 3H, H-C21), 0,69 (s, 1H, H-C18).

13C RMN &: (C1) 36,10, (C2) 26,87, (C3) 75,28, (C4) 35,05, (C5) 45,21, (C6) 77,05, (C7)
37,64, (C8) 30,56, (C9) 53,81, (C10) 36,18, (C11) 20,68, (C12) 39,88, (C13) 42,89, (C14)
55,74, (C15) 25,33, (C16) 28,44, (C17) 56,81, (C18) 12,11, (C19) 12,46, (C20) 35,61, (C21)
18,33, (C22) 30,97, (C23) 31,09, (C24) 174,43, (OCHs) 51,44, (C1-Ar) 130,62, (C2-Ar)
129,31, (C3-Ar) 128,18, (C4-Ar) 132,76, (C5-Ar) 128,18, (C6-Ar) 129,31, (CO,-Ar) 166,45,
(C1’-Ar) 131,14, (C2’-Ar) 129,62, (C3’-Ar) 128,42, (C4’-Ar) 132,78, (C5’-Ar) 128,42, (C6'-
Ar) 129,62, (CO,-Ar’) 166,67.

Compuesto 94:

Para la sintesis de 3a-benzoiloxi-6a-hidroxi-5B-colan-24-oato de metilo (94) se obtuvo
un rendimiento de 16,9 %.

Punto de fusién: 77,5 + 2,5 °C

IR Vimax (cm): 3490 (0-H), 3061 (C-H, Ar), 2944 (C-CHs), 2868 (C-CH,-C), 1736 (C=0), 1716
(C=0), 1602 (C=C, Ar), 1584 (C=C, Ar), 1450 (CH>), 1379 (CH3), 1174 (C-0).

1H RMN &: 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-C1-Ar), 7,54 (dd, J = 7,4 y 7,4 Hz, 1H, H-C4-Ar), 7,42
(dd, J = 7,6 y 7,6 Hz, 2H, H-C3-Ar), 4,97 (m, 1H, H-C3), 4,10 (m, 1H, H-C6), 3,66 (s, 3H,
OCHs), 2,33 (m, 1H, H-C23), 2,24 (m, 1H, H-C23), 0,95 (s, 3H, H-C19), 0,92 (d, J = 6,4 Hz,
3H, H-C21), 0,65 (s, 1H, H-C18).

13¢C RMN 6: (C1) 35,56, (C2) 26,67, (C3) 74,76, (C4) 34,86, (C5) 48,38, (C6) 67,9, (C7)
28,09, (C8) 34,77, (C9) 39,81, (C10) 36,01, (C11) 20,78, (C12) 39,86, (C13) 42,84, (C14)
55,94, (C15) 25,43, (C16) 24,15, (C17) 56,12, (C18) 12,01, (C19) 23,46, (C20) 35,31, (C21)
18,25, (C22) 30,96, (C23) 31,03, (C24) 174,73, (OCHs) 51,48, (C1-Ar) 130,82, (C2 y C6-Ar)
129,51, (C3 y C5-Ar) 128,23, (C4-Ar) 133,69, (CO,-Ar) 166,05.
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Sintesis de 3-dimetoxi-6-0xo0-56-colan-24-oato de metilo (95) mediante
oxidacion con clorocromato de piridinio (PCC)

HO™"

o) 95

Figura 34. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 95.

Se disolvié 10,0 g (24,6 mmol) del compuesto 90 (PM 406,61 gr/mol) en 100 mL de
acetona. Se agregd, gota a gota, una solucién de 5,30 g (24,6 mmol) de clorocromato de
piridinio disuelto en 60 mL de CH,Cl, la reaccidon se mantuvo en agitacién suave por 48
h a t.amb. El término de la reaccidn se monitored por CCF. Finalizada la reaccion, se
agrego 10 mL de CH3OH, para desactivar el exceso de PCC. Posteriormente la solucién
fue filtrada en columna con silica gruesa y se lavé con CH,Cl> (3 x 10 mL). El filtrado fue
secado completamente. El producto se diluyd en 3 mL de CH,Cl; y se mezcld con silica
fina (0,032 - 0,063 mm) para ser separado por CC, utilizando una mezcla de hexano-

acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente.

Compuesto 95:

Para la sintesis de 3,6 dioxo-5B-colan-24-oato de metilo (95) se obtuvo un rendimiento
de 66,1 %.

Punto de fusion: 106,5 + 0,5 °C

IR Vmax (cm™): 2947 (C-CH3), 2874 (C-CHs), 1743 (C=0), 1717 (C=0), 1689 (C=0), 1469
(CH2), 1383 (CH3), 1164 (C-O).

'H RMN 6: 3,64 (s, 3H, OCH3), 2,63 (dd, J = 13,4 y 14,7 Hz, 1H, H-C12), 0,93 (s, 3H, H-
C19),0,91 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H-C21), 0,67 (s, 3H, H-C18).

13C RMN &: (C1) 35,71, (C2) 36,42, (C3) 208,58, (C4) 39,83, (C5) 59,67, (C6) 210,75, (C7)
42,08, (C8) 36,61, (C9) 40,83, (C10) 38,22, (C11) 21,23, (C12) 39,41, (C13) 43,02, (C14)
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55,74, (C15) 27,88, (C16) 23,85, (C17) 56,7, (C18) 11,92, (C19) 22,4, (C20) 35,19, (C21)
18,18, (C22) 30,8, (C23) 30,95, (C24) 174,5, (OCH3) 51,44.

Compuesto 96 (artefacto de sintesis)
Como artefacto se formé el compuesto 3,3-dimetoxi-5B-colan-24-oato de metilo (96).

Punto de fusion: 87,5+ 2,5 °C

IR Vmax (cm%): 2952 (C-CHs), 2875 (C-CHs), 2828 (O-CHs), 1744 (C=0), 1702 (C=0), 1439
(CH,), 1375 (CHs), 1174 (C-0), 1122 (C-O-C), 1088 (C-O-C).

1H RMN &: 3,65 (s, 3H, C24-OCHs), 3,18 (s, 3H, OCHs), 3,12 (s, 3H, OCHs), 2,33 (ddd, J =
5,3, 10,2 y 15,3 Hz, 1H, H-C23), 0,91 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-C21), 0,84 (s, 3H, H-C19), 0,64
(s, 3H, H-C18).

13C RMN &: (C1) 32,09, (C2) 32,11, (C3) 99,2, (C4) 27,96, (C5) 57,39, (C6) 213,91, (C7)
42,86, (C8) 36,97, (C9) 39,37, (C10) 38,15, (C11) 21,07, (C12) 39,58, (C13) 43,07, (C14)
55,77, (C15) 27,38, (C16) 23,9, (C17) 56,8, (C18) 11,93, (C19) 23,0, (C20) 35,25, (C21)
18,2, (C22) 30,88, (C23) 31,01, (C24) 174,61, (OCHs) 51,48, C(OCHs), 47,63 y 47,46.

Sintesis de 3,6-dioxo-568-colan-24-oato de metilo (95) y 3a-hidroxi-6-
0x0-58-colan-24-oato de metilo (97) mediante oxidacion con reactivo de
Jones

S
N
\\\
N
\\\

CO,CH; CO,CH; / CO,CH,
CrO4/CH;CO,H .
B ———
\ CH2C|2 K
- I % oy 95 HO" ™ o7
OH 0 o)

Figura 35. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 95y 97.

Se disolvi6 20,5 g (50,4 mmol) del compuesto 90 (PM 406,61 gr/mol) en 50 mL de CHxCl,
manteniendo en bafio de agua-hielo (0 °C) y en agitacién constante. Se agregd, gota a
gota, 0,92 mL (2,46 mmol) de reactivo de Jones (26,72 g de CrOs, 23 mL AcOH, aforando

a 100 mL con H;0), manteniendo agitacidon durante 3 h. El término de la reaccion se
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monitored por CCF. Finalizada la reaccion se agregd 2 mL de CH3OH y 5 mL de solucién
saturada de NaHCOs. Se extrajo con acetato de etilo (3 x 40 mL) y la fase orgéanica fue
secada con Na;SOs anh. y filtrado. Finalmente, el solvente fue evaporado y el producto
se diluyo con 3 mL de CH,Cl, y mezcld con silica fina (0,032 - 0,063 mm). El compuesto
fue separado con CC utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo en gradiente de

polaridad creciente.

Compuesto 95:

Para la sintesis de 3,6 dioxo-5B-colan-24-oato de metilo (95) se obtuvo un rendimiento
de 19,4 %.

Punto de fusion: 106,5 + 0,5 °C

IR Vmax (cm): 2947 (C-CH3), 2874 (C-CH3), 1743 (C=0), 1717 (C=0), 1689 (C=0), 1469
(CH2), 1383 (CH3), 1164 (C-0).

1H RMN 6: 3,64 (s, 3H, OCH3s), 2,63 (dd, J = 13,4 y 14,7 Hz, 1H, H-C12), 0,93 (s, 3H, H-
C19), 0,91 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H-C21), 0,67 (s, 3H, H-C18).

13C RMN 6: (C1) 35,71, (C2) 36,42, (C3) 208,58, (C4) 39,83, (C5) 59,67, (C6) 210,75, (C7)
42,08, (C8) 36,61, (C9) 40,83, (C10) 38,22, (C11) 21,23, (C12) 39,41, (C13) 43,02, (C14)
55,74, (C15) 27,88, (C16) 23,85, (C17) 56,7, (C18) 11,92, (C19) 22,4, (C20) 35,19, (C21)
18,18, (C22) 30,8, (C23) 30,95, (C24) 174,5, (OCH3) 51,44.

Compuesto 97:

Para la sintesis de 3a-hidroxi-6-oxo-5B-colan-24-oato de metilo (97) se obtuvo un
rendimiento de 55,6 %.

Punto de fusion: 97,5+ 2,5 °C

IR Vmax (cm™): 3301 (O-H), 2943 (C-CH3), 2867 (C-CH,-C), 2849 (C-CH»-C), 2828 (O-CH3),
1740 (C=0), 1709 (C=0), 1436 (CH2), 1326 (CH3), 1171 (C-0).

'H RMN 6: 3,66 (s, 3H, OCH3s), 3,62 (m, 1H, H-C3), 2,33 (ddd, J=5,0 y 10,1y 15,2 Hz, 1H,
H-C23), 0,92 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-C21), 0,83 (s, 3H, H-C19), 0,64 (s, 3H, H-C18).

13C RMN 6: (C1) 34,37, (C2) 34,86, (C3) 70,15, (C4) 29,85, (C5) 59,4, (C6) 213,88, (C7)
37,97, (C8) 37,06, (C9) 39,6, (C10) 39,99, (C11) 20,83, (C12) 42,91, (C13) 43,09, (C14)
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55,79, (C15) 27,98, (C16) 23,96, (C17) 56,82, (C18) 11,96, (C19) 23,16, (C20) 35,28, (C21)
18,23, (C22) 30,9, (C23) 31,05, (C24) 174,67, (OCHs) 51,52.

Sintesis de 3a-hidroxi-6-oxo-568-colan-24-oato de metilo (97)

S
N
\\\

CO,CHs ' CO,CHs

NaBH,
CH50H ‘
) 95 HOY 97
H
0 Ha

Figura 36. Esquema de recuperacioén compuesto 97, mediante reduccion quimioselectiva desde 95.

Se disolvié 3,50 g (8,69 mmol) del compuesto 95 (PM 402,57 gr/mol) en 100 mL de
CH30H y mantuvo en bano de agua-hielo (0 °C) con agitacion suave. Se agregd 328 mg
(8,68 mmol) de NaBHa dividido en cuatro porciones. El avance y el término de la reaccién
se monitored por CCF. Una vez finalizada la reaccidon se agregd 20 mL de acetonay 5 mL
de HCl 2,5 %, luego redujo el volumen en rotavapor y se agregdé 40 mL de EtOAc. La
solucién fue lavada con H,O destilada hasta obtener pH 7. La fase organica fue secada
con NazS04 anh., se filtré y el solvente se evapordé completamente en rotavapor. El
producto fue diluido 3 mL de CH,Cl; y se mezclé con silica fina (0,032 - 0,063 mm) para
ser separado por CC utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo en gradiente de

50 mL en polaridad creciente.

Para la sintesis de 3a-hidroxi-6-oxo-5B-colan-24-oato de metilo (97) se obtuvo un
rendimiento de 69,1 %.
Punto de fusidn, datos espectroscépicos de *H RMN y 13C RMN para el compuesto 97

fueron consistentes con los indicados anteriormente por oxidacion directa desde 90.
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Sintesis de 3a-hidroxi-6-oxo-5a-colan-24-oato de metilo (98)

S
\\\

CO,CHj

HCI 2,5%
—_—
HO\\ 97 CH3;OH HO\\‘

Figura 37. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 98.

Se disolvid 5,0 g (24,72 mmol) del compuesto 97 (PM 404,59 gr/mol) en una solucién de
100 mL 2,5 % v/v HCl en CH30H, manteniendo en agitacion constante y a t.amb. durante
24 h. El avance y término de la reaccion se monitoreé por CCF. Se redujo el volumen de
la solucién en rotavapor y se agregd 40 mL de acetato de etilo. La fase orgdnica fue
lavada con solucidn saturada de NaHCO3 (3 x 20 mL), luego secada con Na;SOas anh., para
luego el solvente ser completamente evaporado en rotavapor. El producto fue diluido
en 3 mL de CHCl, y se mezcld con silica fina (0,032 - 0,063 mm) para ser finalmente
separado por CC utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo en gradiente de

polaridad creciente.

Compuesto 98:

Para la sintesis de 3a-hidroxi-6-oxo-5a-colan-24-oato de metilo (98) se obtuvo un
rendimiento de 77,4 %.

Punto de fusion: 130,0 + 2,0 °C

IR Vmax (cm): 3302 (O-H), 2943 (C-CH3), 2867 (C-CH,-C), 2848 (C-CH-C), 2822 (O-CHs),
1739 (C=0), 1709 (C=0), 1435 (CH2), 1328 (CHs), 1172 (C-0O).

14 RMN &: 4,16 (m, 1H, H-C3), 3,66 (s, 3H, OCHs), 2,70 (t, J = 7,9 Hz, 1H, H-C5), 2,33 (ddd,
J=5,3,10,3y 15,5 Hz, 1H, H-C23), 0,91 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-C21), 0,72 (s, 3H, H-C19),
0,65 (s, 3H, H-C18).
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13C RMN &: (C1) 31,65, (C2) 28,16, (C3) 65,41, (C4) 27,9, (C5) 51,65, (C6) 212,7, (C7)
46,83, (C8) 37,94, (C9) 53,77, (C10) 41,53, (C11) 21,03, (C12) 39,45, (C13) 42,89, (C14)
55,71, (C15) 27,67, (C16) 23,88, (C17) 56,73, (C18) 12,0, (C19) 12,29, (C20) 35,29, (C21)
18,21, (C22) 30,89, (C23) 31,03, (C24) 174,67, (OCHs) 51,5.

Sintesis de 3a-metanesulfonil-6-oxo-5a-colan-24-oato de metilo (99)

CO,CHj

CH3S0,Cl
—_——
CH2C|2/Py

HO"" MsO""

98

Figura 38. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 99.

Se disolvio 1,0 g (2,47 mmol) del compuesto 98 (PM 404,59 gr/mol) en 20 mL de CH,Cl»
y 1 mL de py manteniendo en bafo de agua-hielo (0 °C) y agitacién suave. Una vez
estabilizado, se agregé 3 mL de MsCl mediante goteo lento e indirecto. La agitacion se
mantuvo por 2 h manteniendo la temperatura. El término de la reacciéon se monitoreé
por CCF. Una vez finalizada la reaccidn, se agregd 25 mL de acetato de etilo y redujo su
volumen a la mitad, usando rotavapor, para luego ser lavada con H;O destilada (3 x
25mL) y una vez separada la fase organica, esta fue secada con Na;SO4 anh. y el solvente
se evaporé a sequedad en rotavapor. El producto fue diluido en 3 mL CHCl; y se mezcld
con silica fina (0,032 - 0,063 mm), para finalmente ser separado por CC utilizando una

mezcla de hex-EtOAc en gradiente de polaridad creciente.

Compuesto 99:

Para la sintesis de 3a-metanesulfonil-6-oxo-5a-colan-24-oato de metilo (99) se obtuvo

un rendimiento de 57,2 %.
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Punto de fusion: 131,0 £ 0,5 °C

IR Vmax (cmL): 2945 (C-CHs), 2867 (C-CH2-C), 1736 (C=0), 1709 (C=0), 1435 (CH), 1351
(CHs), 1255, C-0), 1171 (C-0).

1H RMN &: 5,02 (s, 1H, H-C3), 3,64 (s, 3H, CH30), 2,97 (s, 3H, CH3S03), 2,60 (dd, J = 2,3 y
12,4 Hz, 1H, H-C5), 0,90 (s, 3H, H-C21), 0,638 (s, 3H, H-C18).

13C RMN &: (C1) 31,64, (C2) 27,79, (C3) 78,70, (C4) 26,56, (C5) 51,78, (C6) 211,08, (C7)
46,51, (C8) 37,78, (C9) 53,35, (C10) 40,99, (C11) 20,93, (C12) 39,25, (C13) 42,89, (C14)
56,57, (C15) 26,09, (C16) 23,79, (C17) 55,61, (C18) 11,94, (C19) 12,39, (C20) 35,19, (C21)
18,12, (C22) 30,79, (C23) 30,93, (C24) 174,55, (OCH3) 51,42, (CH3S0s) 37,78.

Sintesis de 3-desoxi-6-oxo-5a-2-colen-24-oato de metilo (100) a partir
del compuesto mesilado (99)

~
?
%
g

CO,CH,

L|2003/L|Br
—_—
99 DMF/reflujo

MsO"

A

Figura 39. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 100.

Se disolvié 1,30 g (0,269 mmoles) del compuesto 99 en 40 mL de DMF, se agregd 200
mg (2,71 mmoles) de Li»COs y 235 mg (2,71 mmoles) de LiBr. La mezcla se reflujé a 80
°Cy la reaccién se mantuvo en agitacion constante y a la temperatura indicada durante
1,5 h. El avance y término de la reaccidn se monitored por CCF. Una vez finalizada la
reaccion, la mezcla se filtré y la solucién resultante se concentré en rotavapor a un
volumen aproximado de 15 mL, se agregd 30 mL de AcOEt a la mezcla y la solucién se
lavd con H;0 destilada (2 x 20 mL). La fase organica se secd con Na;SO4 anh., se filtré y

el sélido residual se lavé con CH2Clz (2 x 5 mL). Luego el solvente se evapord a sequedad
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en rota-vapor. El producto fue diluido en 3 mL CH,Cl, y se mezclé con silica fina (0,032 -
0,063 mm), para finalmente ser separado por CC utilizando una mezcla de hexano-

acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente.

Compuesto 100:
Para la sintesis de 3-desoxi-6-oxo-5a-2-colen-24-oato de metilo (100) se obtuvo un
rendimiento de 74,9 %.

Punto de fusion: 78,0+ 1,0 °C

IR Vimax (cm'%): 3020 (CH=), 2968 (CHs-), 2939 (CH3-), 2899 (C-CH-C), 2867 (C-CH,-C), 1737
(C=0), 1703 (C=0), 1435 (CH,), 1383 (CH3), 1250 (C-0), 1168 (C-O).

1H RMN 6: 5,68 (m, 1H, H-C2), 5,56 (m, 1H, H-C3), 3,66 (s, 3H, OCH3), 0,902 (d, J = 6,4 Hz,
3H, CH3-C21), 0,703 (s, 3H, CH3-C19), 0,638 (s, 3H, CHs-C18).

13C RMN &: (C1) 39,44, (C2) 124,95, (C3) 124,48, (C4) 23,89, (C5) 53,35, (C6) 211,96, (C7)
46,95, (C8) 37,67, (C9) 53,82, (C10) 40,0, (C11) 27,88, (C12) 39,34, (C13) 42,84, (C14)
56,69, (C15) 23,95, (C16) 29,67, (C17) 55,75, (C18) 14,14, (C19) 12,08, (C20) 35,46, (C21)
18,22, (C22) 30,91, (C23) 30,98, (C24) 174,82, (OCHs) 51,36.

Sintesis de 3-desoxi-6-oxo-5a-2-colen-24-oato de metilo (100) desde el
compuesto hidroxilado (98)

“,

N
O

CO,CH,

Tf,0 /DMAP
—l
CH,Cl,

HO™ =
98 H

H
) )

100

Figura 40. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 100 (1)

Se disolvié 5,0 g (12,36 mmol) del compuesto 98 (PM 404,59 gr/mol) en 60 mL de CH,Cl,

en bano agua-hielo (0 °C) manteniendo agitacion suave. Una vez estabilizado se agregd

3 mL de py (75 mmol) y 3,26 mL de anhidrido triflico (19 mmol), manteniendo la
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temperatura y agitacién suave por 2 h. El término de la reaccién se monitored por CCF.
Una vez finalizada la reaccién el producto fue extraido con CH,Cl, (3 x 20mL). La fase
orgdanica fue secada con Na;SO4 anh., y el solvente se evaporé a sequedad, en rotavapor.
El producto fue diluido en 3 mL CH,Cl, y se mezcld con silica fina (0,032 - 0,063 mm),
para finalmente ser separado por CC utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo

en gradiente de 20 mL en polaridad creciente.

Compuesto 100:

Para la sintesis de 3-desoxi-6-oxo-5a-2-colen-24-oato de metilo (100) se obtuvo un
rendimiento de 62,0 %.

Punto de fusidn, datos espectroscépicos de H RMN y 13C RMN para el compuesto 100

fueron totalmente consistentes con los obtenidos por reaccién del compuesto 99.

Sintesis de 2a,3a-dihidroxi-6-oxo-5a-colan-24-oato de metilo (101)

NMMNO

g

100

o) o) 101

Figura 41. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 101.

Se disolvié 2,0 g (5,17 mmol) del compuesto 100 (PM 386,58 gr/mol) en 40 mL de
acetona y se agregdé 5,17 mmol de NMMNO. La mezcla se mantuvo en agitacion
constante y a t.amb., para luego agregar 1,5 mL de una solucién acuosa 4% de OsO4 por
goteo muy lento. La agitacidn se mantuvo por 24 h. El término de la reaccién se
monitored por CCF. Una vez finalizada la reaccién, se agregd 25 mL de H,0 y 25 mL de
solucién saturada de Na;S,03x5H,0. La muestra fue extraida con acetato de etilo (2 x 50
mL), la fase orgdnica se secé con Na;SOs anh., se filtré y el solvente se evaporé

completamente en rotavapor. El producto se diluyé en 3 mL de acetona y se mezclé con
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silica fina (0,032 - 0,063 mm) para ser separado por CC utilizando una mezcla de hexano-

acetato de etilo en gradiente de 20 ml en polaridad creciente.

Compuesto 101:
Para la sintesis de 2a,3a-dihidroxi-6-oxo-5a-colan-24-oato de metilo (101) se obtuvo un
rendimiento de 43,1 %.

Punto de fusion: 178,5 + 0,5 °C

IR Vmax (cmt): 3392 (OH), 2944 (CHs-), 2867 (C-CH2-C), 1738 (C=0), 1709 (C=0), 1435
(CH,), 1376 (CHs), 1255 (C-0), 1170 (C-O).

1H RMN &: 4,05 (s, 1H, H-C3), 3,76 (m, 1H, H-C2), 3,66 (s, 3H, OCHs), 2,67 (dd, /=3y 12,6
Hz, 1H, H-C5), 0,926 (d, J = 6,4 Hz, 3H, CH3-C21), 0,752 (s, 3H, CH3-C19), 0,659 (s, 3H, CHa-
C18).

13C RMN &: (C1) 40,18, (C2) 68,29, (C3) 68,39, (C4) 26,28, (C5) 50,69, (C6) 214,15, (C7)
46,73, (C8) 37,65, (C9) 53,66, (C10) 42,98, (C11) 21,17, (C12) 39,35, (C13) 42,55, (C14)
56,61, (C15) 23,91, (C16) 27,91, (C17) 55,69, (C18) 12,01, (C19) 13,55, (C20) 35,30, (C21)
18,22, (C22) 31,04, (C23) 30,89, (C24) 174,72, (OCH3) 51,54.

Sintesis de dcido 3a-hidroxi-6-oxo-5a-colan-24-oico (102)

y
7,
“,

CO,CH, CO,H

1) K,CO3/MeOH
—_—
2) HCI 2%
HO"
O 98 o 102

HOY

H

Tine

Figura 42. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 102.

Se disolvié 2,0 mg (5,17 mmol) del compuesto 98 (PM 386,58 gr/mol) en 60 mL de

CH30H, manteniendo en agitacién suave y condiciones de reflujo. Se agregd 20 mL de
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solucién de K,COs al 15% y se mantuvo las condiciones hasta el término de la reacciodn,
indicado por CCF. La muestra se concentré en rotavapor hasta aproximadamente 20 mL.
La solucién fue acidificada con solucidon HCl 10% hasta alcanzar un pH 4. El producto fue
extraido con acetato de etilo (2x25 mL). La fase organica se secd con Na,SO4 anh., se
filtro y el solvente fue evaporado completamente en rotavapor. El producto se diluyé en
3 mL de acetona y se mezcld con silica fina (0,032 - 0,063 mm) para ser separado por CC
utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo en gradiente de 20 mL en polaridad

creciente.

Compuesto 102:

Para la sintesis de 3a-hidroxi-6-oxo-5a-colan-24-oico (102) se obtuvo un rendimiento de
82,2 %.

Punto de fusién: 104,5 + 2,5 °C

IR Vmax (cm™): 3403-2500 (O-H), 2945 (C-CHs), 2869 (C-CHs), 1712 (C=0), 1689 (C=0),
1442 (CH,), 1380 (CHs).

1H RMN 6: 4,04 (m, 1H, H-C3), 2,75 (t, J = 8,1 Hz, 1-H, H-C5), 2,31 (ddd, /= 5,3, 9,9 y 15,2
Hz, 1H, H-C23), 0,96 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H-C21), 0,73 (s, 3H, H-C19), 0,71 (s, 3H, H-C18).
13C RMN &: (C1) 32,87, (C2) 28,96, (C3) 66,01, (C4) 28,7, (C5) 52,83, (C6) 215,65, (C7)
47,59, (C8) 39,41, (C9) 55,03, (C10) 43,71, (C11) 22,17, (C12) 40,78, (C13) 44,16, (C14)
57,18, (C15) 28,42, (C16) 24,92, (C17) 57,89, (C18) 12,41, (C19) 12,68, (C20) 36,6, (C21)
18,72, (C22) 32,01, (C23) 32,24, (C24) 178,19.
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Sintesis de dcido 3a-acetoxi-6-oxo-5a-colan-24-oico (103)

7,
7,
“,

CO,H CO,H

Ac,O/DMAP

_—
CHCl/py ‘
\\

o 0]

HO

A

Figura 43. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 103.

Se disolvié 5,0 g (12,80 mmol) del compuesto 102 (PM 390,56 gr/mol) en 60 mL de
CH,Cl; a t.amb. y con agitacidn constante. Se agregd 1 mL de py, 10 mg de DMAP y 1,5
mL de AcO,. El término de la reaccidén se monitored por CCF. Una vez finalizada la
reaccion se agrego 25 mL de solucidon HCl 2 % y 25 mL de EtOAc. La muestra fue lavada
con H,0 destilada hasta obtener pH 7. La fase orgdnica fue secada con Na;SO4 anh. y el
solvente se evaporé a sequedad en rotavapor. El producto fue diluido en 3 mL CHCl, y
se mezcld con silica fina (0,032 - 0,063 mm), para finalmente ser separado por CC

utilizando una mezcla de hexano-EtOAc en gradiente de 20 mL en polaridad creciente.

Compuesto 103:
Para la sintesis de acido 3a-acetoxi-6-oxo-5a-colan-24-oico (103) se obtuvo un
rendimiento de 72,8 %.

Punto de fusion: 174,0 + 3,0 °C

IR Vmax (cmt): 3373 (O-H), 2947 (C-CHs), 2869 (C-CHs), 1736 (C=0), 1708 (C=0), 1444
(CH,), 1376 (CHs).

1H RMN &: 5,12 (m, 1H, H-C3), 2,56 (dd, J = 3,3 y 12 Hz, 1H, H-C5), 2,38 (ddd, J = 5,4, 10,3
y 15,4 Hz, 1H, H-C23), 2,03 (s, 3H, CH3CO), 0,94 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-C21), 0,74 (s, 3H, H-
C19), 0,67 (s, 3H, H-C18).
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13C RMN &: (C1) 32,38, (C2) 27,89, (C3) 68,87, (C4) 25,26, (C5) 52,58, (C6) 211,86, (C7)
46,71, (C8) 37,91, (C9) 53,73, (C10) 41,26, (C11) 21,06, (C12) 39,44, (C13) 43,02, (C14)
55,79, (C15) 25,0, (C16) 23,88, (C17) 56,74, (C18) 12,01, (C19) 12,39, (C20) 35,24, (C21)
18,19, (C22) 30,67, (C23) 30,84, (C24) 179,2, (CH3CO;) 170,31, (CH3CO3) 21,39.

Sintesis de 3a-acetoxi-24-nor-5a-22-colen-6-ona (104)

“,

N
O

COOH

Pb(OAC),
Cu(OACc),H,0
—_—
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AcO""
(0] (@]

AcO" =
¢ A

Figura 44. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 104.

Se disolvid 4,0 g (9, 25 mmol) del compuesto 103 (PM 432,60 gr/mol) en 150 mL de
benceno previamente secado, manteniendo en agitacién y condiciones de reflujo. Se
agrego 0,29 g de Cu(AcO); (1,6 mmol) y 1,5 mL de py. Se mantuvo en reflujo por 1 hy se
agregd 9,75 g de Pb(Ac0)4 (22,0 mmoles) dividido en cuatro porciones, agregadas en un
intervalo de 1 h cada una. El término de la reaccién se monitored por CCF. La solucién
se dejd enfriar, lavé con H;0 destilada saturada en NaCl hasta obtener pH neutro. La
fase orgdnica fue secada con Na;SO4 anh,, filtrada y secada en rotavapor. El producto
crudo se diluyé en 10 mL de CHCl, y separé por cromatografia 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 = 15,8:4,2).

Compuesto 104:

Para la sintesis de 3a-acetoxi-24-nor-5a-22-colen-6-ona se obtuvo un rendimiento de
74,5 %.

Punto de fusion: 64,0-66,1°C
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[a]D?%: -21.2° (c: 2,36, MeOH)

IR Vmax (cm™): 3082 (CH=CH>); 2946; 2909; 2868 y 2849 (C-H), 1740 (C=0), 1708 (C=0),
1637 (C=C), 1263 (C-0), 1021 (C-0), 988 (CH=CH,), 926 (CH=CH,)

14 RMN (400 MHz, CDCl3) &: 5,66 (ddd, J = 17,0; 10,2 y 8,4 Hz, 1H, H-22), 5,12 (m, 1H,
H-3), 4,93 (dd, /=17,0y 1,8 Hz, 1H, Htrans-23), 4,83 (dd, /= 10,2 y 1,8 Hz, 1H, Hcis-23),
2,56 (dd, J = 12,1y 3,2 Hz, 1H, H-5), 2,31 (dd, J = 13,1 y 4,5 Hz, 1H, H-7a), 2,04 (s, 3H,
CH3CO), 1,04 (d, J = 6,6 Hz, 3H, H-21), 0,748 (s, 3H, H-19), 0,694 (s, 3H, H-18).

13C RMN 6: (C1) 32,38, (C2) 28,19, (C3) 68,85, (C4) 25,27, (C5) 52,27, (C6) 211,81, (C7)
46,75, (C8) 37,92, (C9) 53,79, (C10) 41,28, (C11) 21,06, (C12) 39,36, (C13) 42,94, (C14)
55,41, (C15) 25,01, (C16) 23,91, (C17) 56,80, (C18) 12,18, (C19) 12,41, (C20) 41,10, (C21)
20,04, (C22) 144,89, (C23) 111,84, (CH3CO,) 170,26, (CH3CO,) 21,41,

EMAR (modo positivo): m/z calculado para CisHs3sOs: 386,2821 [M]*; encontrado
387,2874 [M+1]*.

Sintesis de mezcla epimérica 22(R/S), 23-dihidroxi-3a-acetoxi-24-nor-
5a-colan-6-ona (108 y 109)

7z,

N

OSO4
—_—

NMMNO - |
acetona AcO' |i|

0 0]

Figura 45. Esquema de sintesis y estructura de la mezcla epimérica de compuestos 108 y 109.

AcO' H 108(22R) + 109(22S)

Se disolvié 2,5 g (6,47 mmol) del compuesto 104 (PM 386,58 gr/mol) en 150 mL de
acetonay se agreg6 0,45 g de NMMNO (3,84 mmol). Posteriormente, a t.amb., se agregd
a lamezcla 2,0 mL de una solucién acuosa 4% de OsOa4 (0,210 mmol) por goteo lento. La
agitacion fue mantenida por 36 h. El término de la reaccién se monitored por CCF. Una

vez finalizada la reaccion, se agregd 25 mL de H,O y 25 mL de solucion saturada de
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Na2S203x5H;,0. La muestra fue extraida con EtOAc (2 x 30 mL), la fase orgdnica se secé
con NazS04 anh., se filtré y el solvente se evapord completamente en rotavapor. El
producto crudo se diluyé en 10 mL de CHCl; y separd por cromatografia 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 - 9,8:10,2).

Compuesto 108(22R) + 109(22S):

Para la sintesis de la mezcla epimérica 22(R/S),23-dihidroxi-3a-acetoxi-24-nor-5a-colan-
6-ona (108 + 109) se obtuvo un rendimiento de 72,3 %. El compuesto 109 pudo ser
purificado mediante recristalizacion (MeOH:Et,0 = 3:1), lograndose un rendimiento de
64,0%.

Punto de fusion: 250,1-253,8°C

[a]D?®: -7.41° (c: 5,40, CHCI3)

IR Vmax (cm™1): 3519 (O-H), 2941 y 2885 (C-H), 1732 (C=0), 1708 (C=0), 1278 (C-0), 1050
(C-0).

14 RMN (400 MHz, CDCl3) &: 5,11 (m, 1H, H-3), 3,79 (dt, J = 9,6 y 3,6 Hz, 1H, H-22), 3,64
(dd, J=10,8y 3,6 Hz, 1H, H-23a), 3,51 (dd, J = 10,8 y 9,6 Hz, 1H, H-23p), 2,55 (dd, J =
12,1y 3,2 Hz, 1H, H-5), 2,31 (dd, J = 13,1y 4,5 Hz, 1H, H-7a), 2,03 (s, 3H, CHsCO), 0,954
(d, J = 6,9 Hz, 3H, H-21), 0,735 (s, 3H, H-19), 0,675 (s, 3H, H-18).

13C RMN &: (C1) 32,17, (C2) 27,20, (C3) 68,70, (C4) 25,05, (C5) 52,38, (C6) 211,72, (C7)
46,49, (C8) 37,74, (C9) 52,68, (C10) 41,07, (C11) 20,87, (C12) 39,19, (C13) 43,16, (C14)
53,51, (C15) 24,78, (C16) 23,85, (C17) 56,15, (C18) 11,56, (C19) 12,20, (C20) 39,87, (C21)
12,86, (C22) 73,69, (C23) 62,22, (CH3CO,) 170,15, (CH3CO,) 21,21.

EMAR (modo negativo): m/z calculado para CisHa0Os: 420,2876 [M]*; encontrado
419,2811 [M-1]".
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Sintesis de 23-benzoiloxi-22S-hidroxi-3a-acetoxi-24-nor-50-colan-6-ona
(110)

7
Z,
“,

PhCOCI
DMAP/Py

NS AcO" B
AcO c G

o (0]

Figura 46. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 110.

Se disolvi6 0,5 g (1,19 mmol) del compuesto 109 (PM 406,61 gr/mol) en 25 mL de CHCl,,
con 1,0 mL de py, 10 mg de DMAP y 0,5 mL de PhCOCI (4,30 mmol). El avance y término
de la reaccién se monitored por CCF. Una vez finalizada la reaccion se redujo el volumen
de la reaccién a aproximadamente 10 mL y se agregd 20 mL de EtOAc. La fase organica
fue lavada con solucidon KHSO4 al 5% (2 x 5mL) y H.O hasta obtener pH neutro (2 x 10
mL). la fase orgdnica se secé con Na;SOs anh., se filtr6 y el solvente se evaporé
completamente en rotavapor. El producto crudo se diluyé en 10 mL de CH,Cl, y separd
por cromatografia 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).

Compuesto 110:

Para la sintesis de 23-benzoiloxi-22S-hidroxi-3a-acetoxi-24-nor-5a-colan-6-ona (110) se
obtuvo un rendimiento de 93,8 %.

Punto de fusiéon: 210,5-211,7°C

[@]D°: -17.1° (c: -1,75, CHCl3)

IR Vmax (cm™): 3502 (O-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 (C-H Ar).

'H RMN (400 MHz, CDCls) 6: 8,05 (d, J = 7,4 Hz, 2H, HAr-2’), 7,58 (t, J = 7,4 Hz, 1H, HAr-
4’), 7,46 (t, J = 7,4 Hz, 2H, HAr-3’), 5,12 (m, 1H, H-3), 4,50 (dd, J = 11,4 y 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, J= 12,0y 2,9
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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 6: (C1) 32,36, (C2) 27,41, (C3) 68,81, (C4) 25,26, (C5) 52,58, (C6) 211,62, (C7)
46,69, (C8) 37,90, (C9) 52,90, (C10) 41,23, (C11) 21,06, (C12) 39,41, (C13) 43,41, (C14)
53,72, (C15) 25,01, (C16) 24,02, (C17) 56,41, (C18) 11,81, (C19) 12,40, (C20) 40,33, (C21)
12,90, (C22) 71,77, (C23) 66,39, (CHsCO2) 170,27, (CH3CO,) 21,41, (CO,-Ar) 167,01, (C1’-
Ar) 129,86, (C2’-Ar) 129,63, (C3’-Ar) 128,45, (C4’-Ar) 133,22.

EMAR (modo positivo): m/z calculado para Cs;HasOe: 524,3138 [M]*; encontrado
525,3186 [M + 1]*.

Sintesis de 3a, 225, 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (84)

1) K,CO4/MeOH
2) HCI 2% ‘
\\
109 HO
(0] (@]

AcO"

A

i

Figura 47. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 84.

Se disolvié 1,0 mg (2,46 mmol) del compuesto 109 (PM 406,61 gr/mol) en 60 mL de
CH30H, manteniendo en agitacién suave y condiciones de reflujo. Se agregd 20 mL de
solucién de K2COs al 15% y se mantuvo las condiciones hasta el término de la reaccién,
indicado por CCF (3 h). La muestra se concentré en rotavapor hasta aproximadamente
20 mL. La solucion fue lavada secuencialmente con solucion HCl 10% (10 mL), solucién
NaHCOs (2 x 20 mL), H20 (2 x 20 mL). La fase organica se secd con Na S04 anh., se filtré

y el solvente se evaporé completamente en rotavapor.
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Compuesto 84:

Para la sintesis de 3a, 22S, 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (84) se obtuvo un
rendimiento de 97,0 %.

Punto de fusién: 227,0-229,1°C

[a]D?: -3,67° (c: -2,73, MeOH)

IR Vmax (cmt): 3387 (O-H), 2940, 2906 y 2871 (C-H), 1700 (C=0), 1246 (C-0), 1050 (C-0),
754 (CH).

'H RMN (400 MHz, MeOD) &: 4,04-4,03 (m, 1H, H-3), 3,71 (dt, J = 8,9y 3,2 Hz, 1H, H-22),
3,60 (dd, J=11,3y 2,7 Hz, 1H, H-230a), 3,40 (dd, /= 11,3y 8,9 Hz, 1H, H-238), 2,74 (t,J =
7,9 Hz, 1H, H-5), 2,21 (dd, J = 13,1y 4,8 Hz, 1H, H-78), 2,11 (t, J = 13,1 Hz, 1H, H-7a),
2,04 (dt,J=12,2y 2,2 Hz, 1H, H-128), 0,943 (d, J = 6,9 Hz, 3H, H-21), 0,732 (s, 3H, H-19),
0,716 (s, 3H, H-18).

13C RMN &: (C1) 32,88, (C2) 28,73, (C3) 66,02, (C4) 28,53, (C5) 52,84, (C6) 214,49, (C7)
47,61, (C8) 39,45, (C9) 54,18, (C10) 42,62, (C11) 22,19, (C12) 40,76, (C13) 44,46, (C14)
55,08, (C15) 28,45, (C16) 25,07, (C17) 57,56, (C18) 12,14, (C19) 12,67, (C20) 42,01, (C21)
13,42, (C22) 75,19, (C23) 63,19.

EMAR (modo positivo): m/z calculado para Ci9HasO7: 504,3087 [M]*; encontrado
505,3134 [M + 1]*.

Sintesis de 3a, 22S, 23-triacetoxi-24-nor-56-colan-6-ona (111)

OH . OAc

P
2 2,
2, 2

OAc

Ac,O/DMAP
CH,Cly/Py

AcO"" 109 AcO" H

HO O]

Figura 48. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 111.

Se disolvid 2,0 g (4,76 mmol) de la mezcla de compuestos 109 (PM 406,61 gr/mol) en 30

mL de CHyCl; a t.amb. y con agitacidon constante. Se agregd 3,0 mL de py, 5,0 mg de
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DMAP y 1 mL de Ac;0. El término de la reaccién se monitored por CCF (30 min). Una
vez finalizada la reaccién, la mezcla se lavé con 25 mL de solucién acuosa HCl 2 % vy
extrajo la fase orgdnica con EtOAc (2 x 25 mL). La muestra fue lavada con solucién KHSO4
al 5% (2 x 10 mL) y H,0 (2 x 10 mL). la fase organica se secé con Na;SOs anh., se filtro y
el solvente se evaporé completamente en rotavapor. El producto crudo se diluyé en 10
mL de CHCl; y separd por cromatografia 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 > 11,8:8,2).

Compuesto 111:

Para la sintesis de 3a, 22S, 23-triacetoxi-24-nor-5B-colan-6-ona (111) se obtuvo un
rendimiento de 97,0 %.

Punto de fusion: 136,1-137,6°C

[@]D°: +2,53° (c: 3,95, CHCl3)

IR Vmax (cm1): 2945, 2908 y 2871 (C-H), 1737 (C=0), 1711 (C=0), 1369 (CH3), 1242 (C-0),
1224 (C-0), 1051 (C-0), 757 (C-H).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 5,10-5,09 (m, 2H, H-3 y H-22), 4,31 (dd, J = 11,9y 1,9 Hz,
1H, H-23a), 3,99 (dd, J = 11,9y 9,4 Hz, 1H, H-23B), 2,54 (dd, J = 12,1y 3,1 Hz, 1H, H-5),
2,30 (dd, J = 13,1y 4,4 Hz, 1H, H-7B), 2,06 (s, 3H, AcO), 2,04 (s, 3H, AcO), 2,03 (s, 3H,
Ac0), 0,973 (d, J = 7,0 Hz, 3H, H-21), 0,723 (s, 3H, H-19), 0,651 (s, 3H, H-18).

13C RMN &: (C1) 32,35, (C2) 27,01, (C3) 68,79, (C4) 25,24, (C5) 52,55, (C6) 211,49, (C7)
46,63, (C8) 37,85, (C9) 52,84, (C10) 41,18, (C11) 21,03, (C12) 39,38, (C13) 43,39, (C14)
53,67, (C15) 24,98, (C16) 23,94, (C17) 56,37, (C18) 11,81, (C19) 12,38, (C20) 38,32, (C21)
13,37, (C22) 73,97, (C23) 62,69, (CH3CO2-C3) 171,09, (CH3CO2-C3) 21,39, (CH3CO,-C22)
170,42, (CH3C0,-C22) 21,23, (CH3CO,-C23) 170,25, (CH3C0»-C23) 20,86.

EMAR (modo positivo): m/z calculado para CysHa4O7: 504,3087 [M]*; encontrado
505,3134 [M + 1]*.
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Sintesis de 3a, 22S, 23-triacetoxi-24-nor-5a-colan-7-oxalactona (112) y
3a, 22S, 23-triacetoxi-24-nor-5a-colan-6-oxalactona (113)

OAc OAc
OAc A OAc A OAc
OAc
(CF3C0),0
\ CH,Cl, i
AcO' AcO" AcO'

H

Figura 49. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 112 y 113.

Para la preparacion de la soluciéon oxidante, 1,20 mL de (CF3CO),0 (8,52 mmol) fue
diluida en 3 mL de CHCl3z a 0 °C. Se agreg6 a la mezcla 1,0 mL de H,0; (30%) (9,77 mmol)
muy lentamente, procurando mantener la temperatura y en agitacién suave por 30
minutos. La mezcla oxidante (3,0 mL) fue agregada sobre una solucién de compuesto
111 (1,0 g, 1,98 mmol en 10 mL de CHCI3) a 0 °C y ambiente de N; por 24 h. El fin de la
reaccion fue monitoreada por CCF. La mezcla fue filtrada y concentrada en rotavapor a
un volumen aproximado de 10 mL. Se agregd 40 mL de EtO, y luego la mezcla fue lavada
con una solucién saturada de NaHCO3 (2 x 20 mL) y luego con H;0 (2 x 10 mL). La fase
organica se seco con Na;SOsanh., se filtro y el solvente se evapord completamente en
rotavapor. El producto crudo se diluyé en 10 mL de CHCl; y separé por cromatografia
en silica gel (silica fina 0,032 - 0,063 mm) utilizando una mezcla de solventes

(hexano:EtOAc) en polaridad creciente (0,2:50,0 - 23,8:26,2).

Compuesto 112:

Para la sintesis de 3a, 225, 23-triacetoxi-24-nor-5a-colan-7-oxalactona (112) se obtuvo
un rendimiento de 35,2 %.

Punto de fusion: 90,3-91,8°C

[a]D®®: +50,9° (c: 4,13, CHCl3)
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IR Vmax (cm™): 2965, 2946, 2909 y 2872 (C-H), 1735 (C=0), 1438 (C-H), 1368 (CH3), 1242
(C-0), 1182 (C-0), 1052 (C-0), 754 (C-H).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 5,11-5,09 (m, 2H, H-3 y H-22), 4,32 (dd, J = 11,9y 1,9 Hz,
1H, H-23a), 4,13-4,04 (m, 2H, H-7a y H-7B), 3,99 (dd, J = 11,9 y 9,4 Hz, 1H, H-23b), 3,03
(dd, J=12,2y 4,3 Hz, 1H, H-5), 2,08 (ddd, J = 16,2, 12,2 y 2,70 Hz, 1H, H-4pB), 2,08 (s, 6H,
Ac0), 2,05 (s, 3H, AcO), 0,979 (d, J = 6,8 Hz, 3H, H-21), 0,897 (s, 3H, H-19), 0,701 (s, 3H,
H-18).

13C RMN 6: (C1) 33,66, (C2) 26,95, (C3) 68,38, (C4) 29,74, (C5) 42,57, (C6) 175,97, (C7)
70,31, (C8) 39,42, (C9) 58,31, (C10) 36,14, (C11) 22,10, (C12) 39,53, (C13) 43,03, (C14)
52,80, (C15) 25,13, (C16) 24,83, (C17) 51,10, (C18) 11,57, (C19) 14,54, (C20) 38,32, (C21)
13,28, (C22) 73,80, (C23) 62,30, (CH3CO2-C3) 171,07, (CH3CO2-C3) 21,36, (CH3CO»-C22)
170,40, (CH3CO,-C22) 21,21, (CH3CO,-C23) 170,28, (CH3CO,-C23) 20,86.

EMAR (modo positivo): m/z calculado para Ci9Ha4Os: 520,3036 [M]*; encontrado
521,3085 [M + 1]*.

Compuesto 113:

Para la sintesis de 3a, 225, 23-triacetoxi-24-nor-5a-colan-6-oxalactona (113) se obtuvo
un rendimiento de 14,1 %.

Punto de fusion: 169,9-170,8°C

[a]D?%: +61,4° (c: 0,44, MeOH)

IR Vmax (cm™): 2965, 2949 y 2871 (C-H), 1743 (C=0), 1736 (C=0), 1725 (C=0), 1445 (C-H),
1368 (CHs), 1258 (C-0), 1239 (C-0), 1225 (C-0), 1044 (C-0), 1022 (C-0), 754 (C-H).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 5,14-5,09 (m, 2H, H-3 y H-22), 4,46 (dd, J = 11,3 y 5,3 Hz,
1H, H-5), 4,32 (dd, /=12,0y 2,0 Hz, 1H, H-23a), 3,99 (dd, / = 12,0 y 9,4 Hz, 1H, H-23B),
2,55-2,43 (m, 2H, H-7a y H-7B), 2,07 (s, 6H, AcO), 2,05 (s, 3H, AcO), 0,971 (d, /= 6,9 Hz,
3H, H-21), 0,901 (s, 3H, H-19), 0,695 (s, 3H, H-18).

13C RMN &: (C1) 31,84, (C2) 26,65, (C3) 69,56, (C4) 32,95, (C5) 79,68, (C6) 174,64, (C7)
38,12, (C8) 38,31, (C9) 57,97, (C10) 39,55, (C11) 22,17, (C12) 39,69, (C13) 43,09, (C14)
55,13, (C15) 25,33, (C16) 24,83, (C17) 53,14, (C18) 11,59, (C19) 11,58, (C20) 34,78, (C21)
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13,29, (C22) 73,80, (C23) 62,35, (CH3CO,-C3) 171,12, (CH3CO,-C3) 21,32, (CH3CO,-C22)
170,41, (CH3CO,-C22) 21,24, (CH3CO,-C23) 170,17, (CH3CO»-C23) 20,88.

EMAR (modo positivo): m/z calculado para Cy9HasOs: 520,3036 [M]*; encontrado
521,3082 [M + 1]*.

Sintesis de 3a, 225, 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-7-oxalactona (86)

OAc

OAc

1) K,CO4/MeOH
2) HCI 2%

AcO" HO"

Figura 50. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 86.

Se disolvié 0,1 g (0,288 mmol) del compuesto 112 (PM 386,58 gr/mol) en 20 mL de
CH30H, manteniendo en agitacién suave y condiciones de reflujo. Se agregd 20 mL de
solucion de K>COs al 15% y se mantuvo las condiciones hasta el término de la reaccidn,
indicado por CCF (3 h). La muestra se concentrd en rotavapor hasta aproximadamente
20 mL. La solucion fue lavada secuencialmente con solucion HCl 10% (10 mL), solucién
NaHCOs (2 x 20 mL), H20 (2 x 20 mL). La fase organica se secd con Na;SOs anh., se filtré

y el solvente se evaporé completamente en rotavapor.

Compuesto 86:

Para la sintesis de 3a, 225, 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-7-oxalactona (86) se obtuvo un
rendimiento de 86,0 %.

Punto de fusion: 91,8-94,5°C

[a]D®: +54,2° (c: 2,95, MeOH)
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IR Vimax (cm™): 3400 (O-H); 2959; 2941; 2902 y 2870 (C-H); 1709 (C=0); 1315 (C-H); 1249
(C-0); 1183 (C-0), 1065 (C-0); 1048 (C-0), 753 (C-H).

14 RMN (400 MHz, CDCls) &: 4,19-4,15 (m, H-3), 4,08-4,07 (m, 2H, H-7ay H-7B), 3,79 (dt,
J=9,3y3,1Hz, 1H, H-22), 3,64 (dd, J = 11,0 y 2,8 Hz, 1H, H-23a), 3,52 (dd, J = 11,0 y 9,4
Hz, 1H, H-23B), 3,17 (dd, J = 12,3y 4,4 Hz, 1H, H-5), 2,13 (ddd, J = 13,7, 12,4 y 2,7 Hz, 1H,
H-4B), 1,98 (dt,J = 12,6y 3,3 Hz, 1H, H-12a), 0,950 (d, J=6,9 Hz, 3H, H-21), 0,888 (s, 3H,
H-19), 0,710 (s, 3H, H-18).

13C RMN 6: (C1) 32,78, (C2) 24,84, (C3) 64,32, (C4) 32,50, (C5) 41,67, (C6) 177,44, (C7)
70,43, (C8) 39,54, (C9) 58,15, (C10) 36,17, (C11) 22,03, (C12) 40,03, (C13) 42,91, (C14)
52,70, (C15) 27,87, (C16) 27,20, (C17) 50,98, (C18) 11,41, (C19) 14,39, (C20) 39,33, (C21)
12,77, (C22) 73,57, (C23) 62,08.

EMAR (modo positivo): m/z calculado para Cz3Hs3sOs: 394,2719 [M]*; encontrado
395,2771 [M + 1]*.

Sintesis de 3a, 225, 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-oxalactona (87)

OAc

OAc

1) K,CO4/MeOH
2) HCI 2%
HO"

Figura 51. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 87.

Se disolvié 0,1 g (0,288 mmol) del compuesto 113 (PM 386,58 gr/mol) en 20 mL de
CH30H, manteniendo en agitacién suave y condiciones de reflujo. Se agregd 20 mL de
solucion de K>COs al 15% y se mantuvo las condiciones hasta el término de la reaccidn,
indicado por CCF (3 h). La muestra se concentrd en rotavapor hasta aproximadamente

20 mL. La solucion fue lavada secuencialmente con solucion HCl 10% (10 mL), solucién
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NaHCOs3 (2 x 20 mL), H20 (2 x 20 mL). La fase organica se secé con NaSOsanh., se filtré

y el solvente se evaporé completamente en rotavapor.

Compuesto 87:

Para la sintesis de 3a, 228, 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-oxalactona (87) se obtuvo un
rendimiento de 81,0 %.

Punto de fusion: 227,4-229,5°C

[a]D?%: +27,1° (c: 1,48, MeOH)

IR Vimax (cm2): 3386 (O-H); 2942; 2889; 2869 y 2851 (C-H); 1710 (C=0); 1278 (C-0); 1038
(C-0); 751 (C-H).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) 6: 4,60 (dd, J = 11,3 y 5,3 Hz, 1H, H-5), 4,23-4,21 (m, 1H, H-3),
3,79 (dt, J=9,4y 3,1 Hz, 1H, H-22), 3,64 (dd, J = 10,9 y 2,6 Hz, 1H, H-23a), 3,50 (dd, J =
10,9y 9,4 Hz, 1H, H-23pB), 2,53-2,43 (m, 2H, H-7ay H-7B), 0,944 (d, J = 6,9 Hz, 3H, H-21),
0,892 (s, 3H, H-19), 0,701 (s, 3H, H-18).

13C RMN &: (C1) 31,06, (C2) 25,25, (C3) 65,60, (C4) 35,39, (C5) 80,04, (C6) 176,08, (C7)
37,88, (C8) 39,89, (C9) 57,77, (C10) 39,64, (C11) 22,02, (C12) 39,48, (C13) 42,91, (C14)
54,94, (C15) 27,46, (C16) 26,76, (C17) 52,97, (C18) 11,32, (C19) 11,32, (C20) 34,77, (C21)
12,66, (C22) 73,50, (C23) 62,02.

EMAR (modo negativo): m/z calculado para Ca3H3sOs: 394,2719 [M]*; encontrado
393,2652 [M - 1]*.

Sintesis de 3a-acetoxi, 22(S)-23-epoxi-24-nor-5a-colan-6-ona (106) y
3a-acetoxi, 22(R)-23-epoxi-24-nor-5a-colan-6-ona (107)

m-CPBA
NaHCO4

CH,Cl,

AcO"” Ao

(0]

Figura 52. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 106 y 107.
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Se disolvié 1,874 g del alqueno 104 en 100 mL de CHCl;, luego se agregd 368 mg de
NaHCOs3 y 892 mg de m-CPBA. La mezcla se dejo en agitacién por 48 horas (indicado por
CCF). Posteriormente la mezcla de reaccion fue filtrada al vacio y la solucién resultante
fue concentrada por destilacidn en rotavapor. El residuo se disolvié en EtOAc (50 mL) y
la solucidn se lavd con una solucidén saturada de NaHCO3(3 x 20 mL), posteriormente con
agua (3 x 10 mL). La fase orgdnica fue secada sobre NaSOay el solvente fue removido
por destilacién en rotavapor. El residuo fue disuelto en 5 mL de CH,Cl, y mezclado con

silica fina y purificado por CC. Se aislé la mezcla de epdxidos cristalinos (1,04 g, 55,7%).

IR Vmax (cm™) (mezcla 106/107): 2944; (C-H); 2870 (C-H), 1741 (C=0); 1708 (C=0); 1462
(CH2); 1446 (CH2); 1380 (CH3); 1364 (CH3); 1251 (C-0); 1035 (C-0); 1020 (C-O).

Compuesto 106: 3a-acetoxi, 22(S)-23-epoxi-24-nor-5a-colan-6-ona

1H RMN (400 MHz, CDCls) 8: 5,13-5,11(m, 1H, H-3), 2,64 (dd, J = 4,1y 5,1 Hz, 1H, H-23p),
2,63 (ddd, J =2,8, 4,1y 6,9 Hz, 1H, H-22), 2,40 (dd, J = 2,8y 5,1 Hz, 1H, H-23a), 2,56 (dd,
J=2,1y 12,7 Hz, 1H, H-5), 2,33 (dd, J = 4,6 y 13,2 Hz, 1H, H-7a), 2,03 (s, 3H, CHsCO),
0,970 (d, J = 6,8 Hz, 3H, H-21), 0,744 (s, 3H, H-19), 0,667 (s, 3H, H-18). 13C RMN &: (C1)
32,45, (C2) 27,06, (C3) 68,83, (C4) 25,26, (C5) 52,59, (C6) 211,63, (C7) 46,72, (C8) 37,93,
(C9) 53,78, (C10) 41,26, (C11) 21,06 (C12) 39,31, (C13) 41,26, (C14) 55,99, (C15) 25,00,
(C16) 24,14, (C17) 56,39, (C18) 12,17, (C19) 12,40, (C20) 39,31, (C21) 15,61, (C22) 57,03,
(C23) 44,78, (CH3CO;) 170,23, (CH3CO;) 21,40.

Compuesto 107: 3a-acetoxi, 22(R)-23-epoxi-24-nor-5a-colan-6-ona
1H RMN (400 MHz, CDCls) 6: 5,13-5,11(m, 1H, H-3), 2,80 (dd, J = 3,8 y 4,8 Hz, 1H, H-23pB),
2,73 (ddd,J =2,5,3,8y6,5Hz, 1H, H-22), 2,59 (dd, J=2,7 y 4,8 Hz, 1H, H-23a), 2,56 (dd,

J=2,1y12,7 Hz, 1H, H-5), 2,32 (dd, J = 4,6 y 13,3 Hz, 1H, H-70), 2,03 (s, 3H, CH5CO), 1,11
(d, J = 5,6 Hz, 3H, H-21), 0,744 (s, 3H, H-19), 0,659 (s, 3H, H-18). 3C RMN &: (C1) 32,45,
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(C2) 27,06, (C3) 68,83, (C4) 25,26, (C5) 52,59, (C6) 211,61, (C7) 46,71, (C8) 37,91, (C9)
53,83, (C10) 41,26, (C11) 21,03 (C12) 39,44, (C13) 41,26, (C14) 55,94, (C15) 25,00, (C16)
24,01, (C17) 56,34, (C18) 12,12, (C19) 12,40, (C20) 39,22, (C21) 16,82, (C22) 57,26, (C23)
48,99, (CH3CO2) 170,23, (CH3CO2) 21,40.
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Materiales y métodos usados en la evaluacion
de la actividad antifingica de los andlogos de
brasinoesteroides frente al hongo Botrytis cinerea
in vitro

El estudio de los efectos de los nuevos andlogos de BRs sobre la propagacidn de Botrytis
cinerea in vitro se llevaron a cabo bajo la direcciéon de la Dra. Katy Diaz Peralta, en el
Laboratorio de Pruebas Bioldgicas, Departamento de Quimica, Universidad Técnica

Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile.

La cepa de Botrytis cinerea fue aislada desde frutos de vid infectados naturalmente (Vitis
vinifera) y se mantuvo en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA; Difco, Detroit, Ml,
EE. UU.) a 4 °C. El indculo del patégeno fue cultivado en PDA bajo fotoperiodos de 16h
luz/ 8h oscuridad a 23 °C durante 5 dias.

Las actividades antifingicas de los compuestos, asi como el control negativo (C-) y el
control positivo (C+, fungicida comercial Captan®), fueron evaluados utilizando la
técnica de prueba de crecimiento radial en medio de PDA. Todos los compuestos
ensayados se disolvieron en etanol al 1% en H,0, y fueron anadidos en diferentes
cantidades para obtener concentraciones finales de 50, 100, 150 y 300 ppm en medio
PDA. El control negativo contiene s6lo medio PDA que contiene etanol al 1%, mientras
que el control positivo es medio PDA que incluye el fungicida comercial Captan® a la
misma concentracién especificada para los compuestos de interés. Un disco (4 mm) de
micelio de 5 dias de crecimiento del patdégeno en medio PDA se colocé en el centro de
la placa Petri con medio PDA con o sin la adicidn del analogo de BRs. Posteriormente, se
incubaron en condiciones controladas de temperatura a 23 °C y fotoperiodo 16 h luz /
8h durante 72 h. El porcentaje de inhibicién se determindé para cada compuesto
mediante la medicion del halo de crecimiento del hongo en presencia del analogo de
BRs con respecto al control negativo. Se calcularon los porcentajes de inhibicidn del
crecimiento micelial para cada compuesto en comparacion con el control negativo.

Todos los tratamientos se realizaron de forma independiente en triplicado.
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) o Area del halo control negativo (mm?) — Area del halo compuesto (mm?)
Porcentaje de inhibiciéon = — - x 100
Area del halo control negativo (mm?)

Materiales y métodos usados en la evaluacion
de la actividad de promocidén de crecimiento
vegetal de los andlogos de brasinoesteroides

Los estudios de evaluacion de la actividad de promocién de crecimiento vegetal de los
nuevos andlogos de BRs se llevaron a cabo bajo la direccidn de la Dra. Katy Diaz Peralta,
en el Laboratorio de Pruebas Bioldgicas, Departamento de Quimica, Universidad Técnica

Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile.

El test de inclinacién de la lamina de arroz (RLIT) utiliza el segmento del segundo
internodo de laldmina de acuerdo a la metodologia descrita por Wada et al. (1981) [107]
con modificaciones menores de Duran et al. (2017) [108]. Después de remojar las
semillas de un cultivar de arroz (Oryza sativa) cv. Zafiro (facilitado por el Instituto
Nacional de Investigacion Agricola (INIA)) durante 24 h en H,0 destilada, se cultivaron
en macetas (10 cm de longitud x 15 cm de didmetro) con sustrato + vermiculita + perlita
(en la proporcion 2: 1: 1) en el interior de una cdmara de crecimiento bajo condiciones
controladas de fotoperiodo, 16 h dia con una densidad de flujo de fotones maxima de
1000 pmol m2 st (22 °C) / 8 h noche (20 °C), con 50-60% de humedad relativa. Se
seleccionaron plantulas uniformes y se cortaron segmentos de hojas de
aproximadamente 8 cm, que consistian en el segundo internodo de la ldmina de la hoja.
Para cada tratamiento, cuatro de estos segmentos previamente se incubaron en 60 ml
de solucién salina fisioldgica (NaCl al 0,9%) durante 24 h dentro de una placa petri para
posteriormente agregar una cantidad finita (1 x 10, 1 x 107 y 1 x 10 M) de la muestra
de prueba (analogos de BRs: 84, 86, 87, 109, 111, 112, 113) y usando brasinélido (BL)
como control positivo. El brasindlido, utilizada como control positivo, se adquirié en

Sigma Chemical Co., St. Louis. Estados Unidos. El control negativo contiene sdélo solucién
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salina fisioldgica. Después de incubar durante 48 h a 25 °C en oscuridad, se midié la
magnitud del angulo de apertura entre la hoja y la vaina con un transportador. Las
imagenes se tomaron usando un microscopio estereoscépico Leica EZ4HD con software
de cdmara. Esta prueba se realizé6 dos veces para cada tratamiento. Los resultados

fueron expresados como el angulo medido promedio * su desviacidn estandar.

Materiales y métodos usados en la evaluacion
de la actividad antineopldsica de los andlogos
de brasinoesteroides

Las distintas evaluaciones de los efectos de los nuevos analogos de BRs sobre lineas
celulares de carcinoma humano se llevaron a cabo gracias al Dr. Joan Villena Garcia, en
el Laboratorio de Biologia Molecular y Celular, Centro de Investigaciones Biomédicas

(CIB), Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso, Chile.

Las distintas lineas celulares estan disponibles gracias al Dr. Joan Villena (Laboratorio de
Biologia Molecular y Celular, Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso). En el
siguiente esquema se muestran las distintas lineas celulares utilizadas en este trabajo.
Estas se presentan segln American Type Culture Collection con su correspondiente

codigo de ATCC.

Tabla 3. Lineas celulares humanas (tumorales y no tumoral) utilizadas en esta investigacion.
(Codigos de acceso ATCC)

Lineas celulares humanas evaluadas con los andlogos sintéticos de brasinoesteroides

Linea celular: PC-3 Linea celular: HT-29

Coédigo ATCC: CRL-1435 Coédigo ATCC: HTB-38

Organismo: Homo sapiens (humano) Organismo: Homo sapiens (humano)
Tipo celular: Epitelial Tipo celular: Epitelial

Tejido: Préstata Tejido: Colon

Enfermedad: Cdncer prostatico Enfermedad: Cdncer colorrectal
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Linea celular: MCF7 Linea celular: CCD-841 (CoN)

Cobdigo ATCC: HTB-22 Cdbdigo ATCC: CRL-1790

Organismo: Homo sapiens (humano) Organismo: Homo sapiens (humano)
Tipo celular: Epitelial Tipo celular: Epitelial

Tejido: Gldndula mamaria Tejido: Colon

Enfermedad: Cdncer de pecho Enfermedad: Tejido normal (no tumoral)

La tabla muestra las distintas lineas utilizadas, presentadas seguin American Type Culture Collection con
su correspondiente codigo de acceso ATCC. Fuente: “ATCC Cell Lines.” (n.d.). Revisado el 01 de marzo
de 2017, desde https://www.atcc.org/en/Products/Cells_and_Microorganisms/Cell_Lines.aspx

Cuantificacién de citotoxicidad mediante método de tincion con SRB

La citotoxicidad de un compuesto es determinada a través de la cuantificacién de
viabilidad celular, mediante un ensayo colorimétrico con Sulforodamina B (SRB). La
sulforodamina B es un colorante de aminoxantano que en condiciones acidas aumenta
su afinidad por los aminodcidos basicos de las proteinas y se fija selectivamente a éstos,
proporcionando un indice del contenido de proteina celular si las células son
previamente fijadas en placa. Asi los valores de absorbancia se corresponden
directamente con los niveles de supervivencia celular, dado que las células muertas
pierden su adherencia y no quedan fijadas. El ensayo colorimétrico fue realizado de
acuerdo con la metodologia descrita por Skehan et al. (1990) [124] con modificaciones
de Vichaiy Kirtikara (2006) [125]. Primeramente, se prepard una solucion madre de cada
compuesto en DMSO a una concentracién de 100 mM, a partir de esta concentracién
mayor se prepararon concentraciones menores de trabajo de 1 mM en H;0 destilada.
Las células de cada linea celular fueron sembradas en placas de 96 pocillos en 100 uL de
medio de DMEM/F-12 a una concentracion de 5x103 células por pocillo, y luego se
dejaron crecer en esas condiciones durante 18-24h. Posteriormente se agrego alicuotas
de soluciones de los analogos de BRs en H,O destilada (a una concentracion final de
Etanol al 1%) para obtener concentraciones finales de los compuestos de 25, 50 y 100
UM en cada pocillo. Después de la exposicion de 72 h, las células fueron fijadas
agregando 50 pL/pocillo de una solucion de acido tricloroacético al 50% (p/v),
posteriormente se incubd durante 60 minutos a 4 °C. Las placas fueron lavadas con H;0

destilada tres veces y secadas a t.amb. Una vez secas, se agregd una solucion de SRB (50
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pL de solucién SRB 0,1% p/v en acido acético 1%) a cada pocillo y se incubd por 30
minutos a t.amb. La SRB no unida se removié mediante tres lavados con acido acético al
1%. Una vez secas las placas, el colorante unido se diluyé con Tris-base (100 pL, 10mM)
y se procedidé a determinar la densidad éptica en un espectrofotdmetro con lector de
placa automatizado (tipo ELISA) a una longitud de onda de 540 nm. Los resultados
fueron divididos por el valor obtenido para el control con etanol y libre de compuestos,
este resultado multiplicado por cien corresponde al porcentaje normalizado de
viabilidad celular. Los datos fueron graficados como el promedio del porcentaje de
viabilidad celular + su desviacién estandar (DS). Todos los tratamientos se realizaron
independientemente y por triplicado. La concentracidon citotéxica media (ICso) se
determind por andlisis de regresion lineal para las 3 concentraciones estudiadas,
aceptando r > 0,9. El indice de selectividad fue calculado mediante la razén entre el ICso
calculado para cada linea celular tumoral y el ICso de la linea celular control (ICsg Linea
control/ICso Linea tumoral). Para el analisis de significancia estadistica se realizo el test
ANOVA a dos vias con p<0.001 usando el software OriginPro 2018 SR1 v9.5.1 de
OriginLab®.
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CAPITULO 4 - Resultados y discusiones
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Resultados y discusiones de la sintesis de los
andlogos de brasinoesteroides

La estrategia de sintesis comienza con la proteccién del acido hiodesoxicélico (53), lo
cual se logré mediante la reaccidn de esterificacién de Fischer, con CH30H y H,SO4 como
catalizador, de acuerdo a lo reportado para la obtencién del éster metilico (90) [91]—
[94], [109] obteniendo un 98% de rendimiento (Figura 31). En el espectro de *H RMN se
observo la sefial del grupo CHsO a &4= 3,66 ppm, que fue comprobada por 3C RMN al
observar la presencia de dos sefiales a 6c= 174,71 ppm (CH30CO) y éc = 51,48 ppm
(CH30).

T2\ cooH COOCH,
24

CH3;0OH
H,SOq4
reflujo HO 90

H :z
OH

Figura 31. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 90

Posteriormente, el siguiente paso de sintesis consistié en la oxidacién selectiva del grupo
hidroxilo de la posicién 6a, para lo cual se pensé en proteger el grupo hidroxilo de la
posicién 3a, y posterior oxidacion, de acuerdo a protocolos desarrollados para otros
acidos biliares [95], [96], [110]. De esta forma el compuesto 90 fue tratado con
cloroformiato de etilo, obteniéndose los derivados 91 y 92 (Figura 32) con rendimientos
de 8,1y 41,2%, respectivamente. Sin embargo, no se logré proteger selectivamente la

posicién 3a.

co,cH,  Cloroformiato de etilo
DMAP

CH,Cl,/Py Ho™

Ho™

Figura 32. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 91y 92
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Evidencia espectroscépica de H RMN, muestra que para el compuesto 91 la sefal
asignada al H-6pB (observada a &1 = 4,05 ppm en el compuesto 90) se desplazé a campo
bajo con 64 =4,85 ppm (ddd, J=4,8, 7,3y 12,1 Hz) y que para el H-3[3 (observada a 6u =
3,62 ppm en el compuesto 90) se observé a &u = 3,47 ppm en el compuesto 91 (no hay
cambio importante de desplazamiento quimico para esta sefial) lo que indica que el
grupo hidroxilo protegido fue el de la posicidn 6B. Ademas, se confirma la incorporacion
del grupo formiato de etilo por las sefiales observadas en el espectro de *H RMN a én =
4,04 (q,J =7,0Hz, 2H) y 1,34 (t, J = 7,0 Hz, 3H) ppm asignadas al grupo O-CH,CHjs,
respectivamente. Mientras que en el espectro de 3C RMN, la presencia de sefiales a ¢
= 154,51, 68,65 y 21,19 ppm confirman la presencia de los carbonos correspondientes

al grupo CO,-O-CH,CHs.

De forma similar, el derivado diprotegido 92, fue confirmado por la presencia de las
sefiales en el espectro de 'H RMN a 6y = 4,96 y 4,55 ppm que fueron asignadas a los
hidrégenos H-6B y H-3B, respectivamente. Mientras que en el espectro de 3C RMN se
observaron sefales a 6c = 154,51, 70,55y 21,34 ppmya 6c=154,62,71,72y 21,31 ppm,
las cuales fueron asignadas a los grupos CO,-O-CH,CH3 de las posiciones C-3 y C-6,

respectivamente.

Debido a que no se logrd el objetivo de proteger selectivamente el grupo hidroxilo de la
posicién C-3, se intenté cambiar el grupo protector por un grupo de mayor tamario, para
lo cual se realizé la reaccidon con cloruro de benzoilo, de acuerdo a lo indicado en la
Figura 33 y a antecedentes reportados para esteroides de estructura similar [111]. En
este caso, se obtuvieron los derivados dibenzoilado 93 y monobenzoilado 94, con
rendimientos de 40,6 y 16,9% respectivamente. Si bien, se logré proteger

selectivamente la posicion C-3 en el derivado 94, el rendimiento obtenido fue bajo.
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Figura 33. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 93 y 94.

La caracterizacion espectroscopica del derivado 93 fue determinada por datos
obtenidos desde el espectro de *H RMN, donde se observaron sefiales a &4 = 8,08, 8,02,
7,54 y 7,42 ppm correspondientes a los hidrogenos de ambos sistemas aromaticos.
Mientras que en el espectro de 3C RMN se observaron sefiales a 6c = 130,62, 129,31,
128,18, 132,76, 128,18, 129,31, 131,14, 129,62, 128,42, 132,78, 128,42 y 129,62 ppm,
correspondientes a los carbonos de ambos sistemas aromaticos. Ademas, se confirma
la presencia de ambos grupos carbonilos de los ésteres aromaticos a 6¢c=166,45y 166,67
ppm correspondientes a ArCO,-C3 y ArCO,-C6. Mientras que un analisis similar para el
derivado 94, muestra sefiales a 6c = 8,03, 7,54 y 7,42 ppm asignados a los hidrégenos H-
1, H-4 y H-3 del sistema aromadtico. Por otro lado, se observé un evidente
desplazamiento a campo bajo de la sefial de H-33 desde 61 = 3,62 ppm en el compuesto
90 a 6x = 4,97 ppm en el compuesto 94. Mientras que en el espectro de 3C RMN se
observaron sefiales a 6c = 130,82, 129,51, 128,23, 133,69, 128,23 y 129,51 ppm,
asignadas a los carbonos del anillo aromatico C1-Ar, C2/C6-Ar, C3/C5-Ar, C4-Ar. Por otro

lado, el carbono del grupo éster del anillo fue observado a ¢ = 166,05 ppm.

Luego de los intentos infructuosos de proteger selectivamente el grupo hidroxilo en
posicion C3-a, se tomd la decision de oxidar directamente el compuesto 90.
Antecedentes para esta reaccion reportan la oxidacién regioselectiva del derivado
metilado 90, con PCC o PDC y que esta produce la dicetona 95 y el derivado deseado 97
en una relacién aproximada de 1:3 respectivamente [101]. Sin embargo, al realizar la
oxidacién con PCC utilizando acetona como solvente (Figura 34), se obtuvo el derivado

dioxidado 95 con 78,6%.
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Figura 34. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 95.

El compuesto 95 fue caracterizado principalmente por espectroscopia de 3C RMN,
donde las sefales observadas a 6c = 208,58 y 210,75 ppm fueron asignadas a los
carbonos C-3 y C-6, respectivamente. La deteccién de un artefacto dimetoxilado en C-3
96 fue determinado por la observacion de dos sefales a n = 3,65 (s, 3H, OCHs) y 3,18
(s, 3H, OCH3) ppm asignadas a los grupos metoxilos geminales en C-3. Adicionalmente,
en el espectro de 3C RMN, los carbonos de los grupos metoxilos fueron observados a 6c¢

= 47,63 y 47,46 ppm.

Considerando que no fue posible obtener por este método el compuesto monooxidado
deseado 97, se realizd la oxidacion de Jones de acuerdo con lo indicado en la Figura 35.
En este caso, el compuesto dioxidado 95 se obtuvo con 19,4% de rendimiento, mientras
que el compuesto monooxidado deseado 97, se logré obtener con 55,6% de

rendimiento.

>
s\\
N
\\\
N
s\\\

CO,CHs CO,CH3 ' CO,CH,
CrO4/CH3CO,H N
R ————
N CH20|2 -
HO = a0 0] H 95 HO' H 97
OH o) o)

Figura 35. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 95y 97.

Los datos espectroscépicos para el compuesto 95, fueron consistentes con los
observados para este derivado obtenido en el procedimiento anterior. Mientras que el

compuesto de interés 97, fue caracterizado principalmente por la sefial a 6n= 3,62 ppm
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(m, 1H) asignada al H-3 en el espectro de *H RMN vy las sefiales a 6c = 213,88 ppm (CO)
asignada al C-6 y a 6c= 70,15 ppm (CHOH), asighada al C-3 en el espectro de 3C RMN.

Sin embargo, debido a que se obtiene una cantidad importante del coproducto 95, y un
rendimiento no tan alto para el compuesto 97, en la metodologia se planted la
posibilidad de convertirlo de forma conveniente al derivado deseado 97. La reduccién
estereoselectiva se llevd a cabo con NaBHs/MeOH a 5°C, segun fue informada
anteriormente para un andlogo con estructura similar [80]. La regio vy
estereoselectividad en la reduccién puede observarse analizando la modelaciéon
molecular 3D (Figura 53), que indica claramente la preferencia de ataque del agente
reductor en el carbono C-3 por la cara superior del grupo carbonilo en el anillo A, de tal
forma de generar la funcién 3a-OH, requerida para la actividad bioldgica. De este
estudio se observo que la posicidon C-3 (C=0) en dicho compuesto aparentemente debe
ser mas reactiva que la posicién C-6, por efectos estéricos asociados a interacciones 1,3-
diaxiales del grupo metilo en la posicidn C-19, a diferencia de un posible ataque en el C-
6 del anillo B (con evidente impedimento estérico), como se muestra en la Figura 53. En
este caso el compuesto 95 fue convertido en 97, con un rendimiento de 69,1% v la
estructura fue determinada por comparaciones espectroscopicas de *H y 3C RMN, con
los datos espectrales del compuesto 97, cuando éste se obtuvo en forma directa por

oxidacion de 90.

Figura 53. Estructura 3D del compuesto 95 y ataque preferencial regio y estereoselectivo del agente reductor.
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El siguiente paso correspondié a uno de los mas importantes desde el punto de vista
estructural y conformacional. Este consistié en la reaccion de isomerizacién del
compuesto 97, catalizada por el sistema HCI/MeOH al 2,5% para formar el compuesto
98 [93] (Figura 54). Esta isomerizacion es obligatoria para todos los nuevos analogos
formados, debido a que el brasindlido (1) y la mayoria de sus analogos estructurales
naturales presentan fusion de tipo “trans” entre los anillos A y B. Esta conformacion se
ve reflejada en una mayor actividad bioldgica asociada a la promocidn del crecimiento
en plantas [62], [90], [111]. La reaccion de epimerizacion en la posicidon C-5 desde una
orientacién espacial 5B hacia 5a se favorece debido a que las fusiones de anillos trans
son, por lo general, mas estables que las fusiones de anillos tipo cis. El andlisis

conformacional para esta reaccién de epimerizacidon se muestra en la Figura 54.
Y/\ —

J’ H A/ He25%_ %J 2 \; /)\
AT G N

H-58

Compuesto 97 Compuesto 98

Figura 54. Reaccion de isomerizacion del compuesto 97 catalizada por HCI, para obtener el compuesto 98. Se observa
el cambio que experimentan las conformaciones al pasar de una fusion cis de anillos A/B a fusion trans.

Por medio de esta reaccién se obtuvo el compuesto 98 con un 77,4% de rendimiento.
Desde el espectro de *H RMN se observan diferencias importantes y éstas se evidencian
principalmente en las sefiales 6 = 4,16 ppm (m, 1H, CHOH) y é1 = 2,70 ppm (t, J=7,9
Hz, 1H), asignadas a los hidrégenos de las posiciones C-3 y C-5 respectivamente, ambas
desplazadas a campo bajo en comparacion con su isémero 97 (6w = 3,62 ppm para H-3y
la sefial de H-5 solapada a &u = 2,33 ppm con las sefiales de H-23), como se indica en la
Figura 55. Mientras que en el espectro de 3C RMN para 97 se observa la sefial a c =
12,29 ppm (CHs3) asignada al grupo metilo enlazado al carbono cabeza de puente de la
posicion C-10, que al cambiar la fusidn de anillos A/B cis hacia la fusion trans, se ve

evidenciado por un cambio significativo en el desplazamiento quimico de la sefial hacia
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campo alto en el espectro de 3C RMN (desde &¢c = 23,16 ppm (C-19) en el compuesto 97
hacia 6c = 12,29 ppm, en el compuesto 98), como se muestra en la Figura 55. La
estructura de la molécula fue confirmada principalmente por los espectros de

correlacion 2D-HSQCy 2D-HMBC [80], [112].
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Figura 55. Principales diferencias espectrales observadas de *H y 1*C RMN entre los compuestos 97 y 98, en el cambio
conformacional al pasar de una fusion cis de anillos A/B a fusion trans.

Posteriormente el compuesto 98 fue convertido en el compuesto mesilado 99, por
medio de la reaccién de mesilacion en la posiciéon C-3 [111], [113] lo que se logré
mediante la reaccidon del compuesto 98 con cloruro de metanosulfonilo (Cloruro de
mesilo; MsCl) catalizada por DMAP en DCM como solvente a temperatura de 0°C y
llevando el término de la reaccidn a 20°C. En este caso, se obtuvo el compuesto 99 con
57,2% de rendimiento. El objetivo principal de esta reaccidn es convertir al grupo OH de
la posicion C-3 en un buen grupo saliente (CH3SOs-). La posterior reaccion de eliminacién
del grupo mesilo presente en 99 permitira la obtencién del alqueno 100.

El compuesto 99 fue caracterizado principalmente por el espectro de *H RMN, donde
destacan las sefiales observadas a 6y = 5,02 y 2,97 ppm asignadas al H-3 y un singlete

adicional correspondiente al grupo metanosulfonilo (s, 3H, CH3SOs3). Mientras que esta
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dltima sefial fue observada a 6c = 38,38 ppm en el espectro de 3C RMN.

Posteriormente, la reaccién del compuesto 99 con Li,CO3/LiBr en DMF a 80°C permitid
la formacién del alqueno 100, con un 74,9% de rendimiento [71], [80], [112]. Un analisis
conformacional indica que el ataque de la base (Li,COs) tiene practicamente la misma
probabilidad de remover los protones de la posicidon H-2p y H-4B, como se indica en la
Figura 56. Por lo tanto, el enlace doble se podria formar entre las posiciones C2-C3 y C3-
C4. Sin embargo, experimentalmente la reaccion es “regio-especifica”, donde la base
remueve el H-2B, obteniendo el regio-isémero con el enlace doble en las posiciones C2-
C3 (compuesto 100). Estos datos fueron confirmados por comparaciones entre

moléculas de similar estructura [71], [80], [94], [112], [114], [115].

o
|

Compuesto 99

Figura 56. Analisis estructural 3D del compuesto 99 que muestra la preferencia de ataque de la base sobre el H-28,
para formar en forma regio-especifica el compuesto 100 (enlace doble en C2-C3).

La confirmacién de la estructura del compuesto 100 se realizé, principalmente, por
espectroscopia de IR y 'H/13C RMN. En el espectro IR, se determind la presencia del
enlace doble C=C, por las sefiales observadas a v = 3020 y 1635 cm, asighadas a
vibraciones de enlace C=C-H y C=C, respectivamente. Mientras que en el espectro de 'H
RMN se observaron dos sefiales a 64 = 5,69 - 5,66 ppm (m, 1H) y 5,57 - 5,59 ppm (m, 1H)
asignadas a los hidrégenos H-3 y H-2 respectivamente. En el espectro de '3C RMN las
sefiales observadas a 6c = 124,95 y 124,49 ppm, asignadas a los carbonos C-3 y C-2,
confirman la presencia del enlace doble C=C. Finalmente, las asignaciones de H-2, H-3,
C-2y C-3, fueron confirmadas por espectroscopia de correlacién heteronuclear 2D-HSQC
y 2D-HMBC, donde las principales correlaciones para determinar la posicion y asignacién

de los hidrégenos enlazados a los carbonos sp? (CH-2 y CH-3) se muestran en la Figura
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57. Esta informacidén espectroscdpica aportéd mayores detalles que la proporcionada por

otros autores [80], [94], [112], [114], [116].

Alternativamente se intento realizar la reaccion de eliminacion en forma directa desde
el compuesto 98, utilizando anhidrido triflico segin se reportd para una serie de 3ay
3B-hidroxiesteroides [115]. En este caso se obtuvo el alqueno 100 con un 62% de
rendimiento, aspecto que se considera positivo, considerando que el rendimiento total

en las etapas de mesilacidn y posterior eliminacién fue de 43% [117].

Compuesto 100

|
3, 2 (o)

Figura 57. Principales correlaciones heteronucleares a 2Juc y 3Juc 2D-HMBC que confirman las asignaciones y
posiciones de =CH-2 y =CH-3 en el compuesto 100.

El tratamiento del alqueno 100 con OsOs en NMMNO condujo a la formacién
diasteroespecifica del diol 2a-3a 101 (hidroxilacion “syn”) [89, 93, 115] con 43,1% de
rendimiento. La preferencia de ataque en la adicion syn del OsO4 por la cara inferior del
plano del enlace doble C2-C3, se explica por la interaccidén estérica que ofrece el grupo
metilo CHs-18, como se muestra en la Figura 58. El impedimento estérico generado por
grupo CHs-18 conduce a que se forme sdélo un diasteroisémero para el compuesto 101,
gue por lo demas, corresponde a las orientaciones espaciales deseadas de los grupos
OH en C-2y C-3, correspondiendo al requerimiento para un mayor efecto en la actividad

bioldgica.

Compuesto 100

7

Figura 58. Adicion preferencial del OsOa por la cara inferior del plano del enlace doble C2-C3, en el compuesto 100,
que permitira la formacion diasteroespecifica del diol 2a-3a en el compuesto 101.
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La determinacién estructural del compuesto 101, se realizd principalmente por
espectroscopia de H y 3C RMN, donde en el primero se observaron dos sefiales
carbindlicas (C-OH) a én = 4,05 ppm (s, 1H) y 3,77 ppm (d, J/ = 11,1 Hz) asignadas a los
hidrégenos H-3 y H-2 respectivamente. En tanto, en el espectro de 3C RMN se confirmé
la presencia de los carbonos carbindlicos observados a é6c = 68,39 y 68, 29 ppm,
asignadas a los carbonos C-3 y C-2 respectivamente. Las orientaciones espaciales de
ambos grupos hidroxilo asignadas como 2a y 3a fueron confirmadas por experimentos
1D NOESY selectivos, donde las principales interacciones dipolares fueron observadas
entre los grupos metilos CH3-18 y CHs-19 y éste ultimo con H-23 y H-483, segun se indica
en la Figura 59. Para este compuesto se dispone de mayores antecedentes
espectroscépicos de RMN, que aquellos informados previamente [89], [93], [94]. Sin

embargo, en este trabajo se realizé la determinacion estructural completa del diol 101.

Compuesto 101

Figura 59. Estructura modelada en 3D del compuesto 101. Efectos NOE de la sefial a 1 = 0,748 ppm (CHz-19) con
CHs-18, H-4p8 y H-24 mostrando claramente que todos estos hidrégenos se encuentran en la misma orientacion
espacial “f", por sobre el plano de la molécula. Efectos NOE a dn = 3,76 ppm (H-28) con H-34, CHs-19 y efecto NOE
atres espines con CHs- 18, confirmando de esta forma las orientaciones espaciales como “f3” de todos estos hidrégenos
y por lo tanto como 2a y 3a el grupo glicol en el anillo A.

Inicialmente el Proyecto de tesis tenia contemplado la sintesis de los andlogos (I-1V)
indicados en la Figura 60, a partir del intermedio avanzado 101. Debido a que durante
el transcurso del desarrollo de esta investigacion algunos de estos compuestos fueron
publicados y/o patentados en sus actividades bioldgicas por otros autores [94], [108], se
debid realizar cambios en las estructuras de los compuestos objetivos, por lo tanto sdlo

se llegd a la obtencién del compuesto 101, por esta via.
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Figura 60. Estructura de los analogos I-1V propuestos inicialmente como objetivos de este trabajo de tesis.

Continuando con la nueva propuesta de sintesis, el derivado 98 fue saponificado,
utilizando el sistema de K2CO3/MeOH con posterior acidificacion, método descrito para
otros andlogos de estructura similar [96]. De esta forma, el compuesto 102 fue obtenido
con un 82,2% de rendimiento. Evidencia espectroscépica de IR indica la presencia de
una banda, observada entre 3403-2500 cm, atribuida a la funcién de acido carboxilico
en la molécula. Adicionalmente, en el espectro de 3C RMN, se observa la presencia del
grupo carbonilo de la funcidn carboxilica a 6c = 178,19 ppm, confirmando la presencia

de dicha funcién [117].

Posteriormente, el acido carboxilico 102 fue acetilado bajo condiciones estandares
(Ac20/DMAP) para producir el derivado acetilado 103 con un rendimiento de 72,8%. La
principal evidencia espectroscopica para este compuesto fue la observacién en el
espectro de 'H RMN de la sefial a 6w = 2.03 ppm (s, 3H) asignada al grupo CHsCO.
Mientras que en el espectro de 1*3C RMN, la presencia de las sefiales a 6c = 170,31y 21,39

ppm confirman la presencia del grupo acetato [80].

Como se indicd anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo fue sintetizar nuevos
analogos de BRs, donde el principal cambio estructural es reducir la longitud de la
cadena lateral, pero manteniendo la funcion de glicol en la posiciéon C22-C23.

Generalmente, la introduccidon de esta funcidon en la cadena lateral es mediante la
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reaccién de hidroxilacion de Upjohn (dihidroxilacién con OsOa), para lo cual se requiere
la presencia de un enlace doble terminal. Para el caso de acidos carboxilicos, esto se
puede lograr mediante la reaccién de descarboxilaciéon oxidativa previa, usando el
sistema Pb(OAc)s/Cu(OAc)2. Este método ha sido propuesto para obtener enlaces dobles
terminales a partir de acidos carboxilicos [89], [118]. Especificamente, se ha aplicado
ampliamente para la degradacién de la cadena lateral de un gran nimero de acidos
biliares, incluidos derivados del acido hiodesoxicélico (53) [94]—-[96]. Adicionalmente, la
reaccidon de degradacién carboxilica también se puede llevar a cabo usando el sistema

PhI(OAc)2/CuSO4 [94].

En este caso, cuando el acido 103 fue tratado con el sistema Pb(OAc)a/Cu(OAc),, se logrd
descarboxilar la cadena lateral y se obtuvo el alqueno terminal 104 con 74,5% de
rendimiento. La formacion del alqueno en la posicién C22-C23 fue confirmada por datos
espectroscépicos de *H y 3C RMN. De esta forma, las sefiales observadas a &4 = 5,66
ppm (ddd, J = 17,0; 10,2 y 8,4 Hz, 1H), 4,93 ppm (dd, J = 17,0 y 1,8 Hz, 1H) y 4,83 ppm
(dd, J=10,2 y 1,8 Hz, 1H) fueron asignadas a los hidrégenos H-22, H-23 trans y H-23 cis,
respectivamente. Mientras que las sefiales observadas en el espectro de 3C RMN a éc =
144,89y 111,84 ppm fueron asignadas a los carbonos C22 y C23, respectivamente. Estos
datos espectroscépicos fueron consistentes con los reportados, por otros autores, para

alquenos esteroidales con estructuras similares [94], [109].

Dihidroxilacién del alqueno 104 con OsOa4 produjo una mezcla de alcoholes epiméricos
108-109 (22R/22S) con 72,3% de rendimiento. La obtencion de la mezcla epimérica es
un resultado esperado. Este fendmeno fue también observado cuando otros nucleos
esteroidales con enlace doble en la posicién C22-C23 (24-nor-coldnicos-22-eno) fueron
hidroxilados con el mismo procedimiento [119]. Esta reaccidon es estereoselectiva,
debido a que el epimero 22(S) fue obtenido como el derivado mayoritario al igual que
otros analogos con estructuras similares (compuestos 77, 80-81), los cuales fueron
informados previamente [95]-[97]. La proporcion de los epimeros 108-109 (22R/225)

presente en la mezcla fue determinada utilizando los datos espectroscépicos de las
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sefiales dobletes observadas a 61 = 0,965 y 0,928 ppm (d, J=7,0 Hzy d, J = 6,6 Hz,
respectivamente), asignadas a los hidrégenos de los grupos metilo de H-21 (CHs-C20),
donde la razén de las integrales para estos hidrégenos indica que el componente

mayoritario fue el epimero 22(S) en una proporcién aproximada de 5:1.

Luego, la mezcla 108-109 fue sujeta a purificacién por CC y posteriormente a re-
cristalizacién utilizando el sistema de solventes MeOH/Et,O = 3/1, utilizado para la
purificacion de otros glicoles C22-C23 de estructuras similares [95]—[97]. Sin embargo,
sélo se logré separar y purificar el epimero mayoritario 109 (225) con un rendimiento de

64,0%.

La mayor evidencia espectroscépica de *H RMN para la determinacién estructural del
derivado 109, fue por la observacién de las sefiales a 6n = 3,79 ppm (dt, /=9,6 y 3,6 Hz,
1H), 3,64 ppm (dd, J = 10,8 y 3,6 Hz, 1H), 3,51 ppm (dd, J = 10,8 y 9,6 Hz, 1H), las que
fueron asignadas a los hidrégenos H-22, H-23a y H-23b, respectivamente. Mientras que
en el espectro de 3C RMN fueron observadas las sefiales a 6c = 73,69 y 62,22 ppm que

fueron asignadas a los carbonos carbonilicos C22 y C23, respectivamente.

La estereoquimica en el carbono C22 del compuesto 109 fue asumida como 22(S),
basada en resultados reportados previamente para la reaccion de dihidroxilacién de los
analogos 77, 80-81 [95]—[97]. Sin embargo, en orden a establecer la configuracién
absoluta en el carbono C22 del glicol 109, se procedié a la preparacion del derivado
benzoilado 110 desde 109 por reaccidn con CsHsCIO/DMAP en CHCl,, segun se indica
en la Figura 46. En este caso, se logré la benzoilacion selectiva en la posicion C23,

obteniéndose el derivado benzoilado 110 con 93,8% de rendimiento.

La estructura del derivado 110, fue establecida principalmente por espectroscopia de
H, 13C RMN, donde las sefiales observadas a 6x = 8,05 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,58 (t, /= 7,4
Hz, 1H), 7,46 (t, J = 7,4 Hz, 2H) ppm, fueron asignadas a los hidrégenos Ha-2’, Ha-4" y

Har-3’, respectivamente.
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Figura 46. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 110.

Adicionalmente, las dos sefiales desplazadas a campo bajo observadas a 61 = 4,50 (dd, J
=11,4y 1,7 Hz, 1H) y 4,20 (dd, J= 11,4 y 4,2 Hz, 1H) ppm corresponden a los hidrégenos
H-23a y H-23b, lo que demuestra la selectividad de la reaccién de benzoilacién en la
posicidon C23. En tanto que en el espectro de 3C RMN la sefial observada a 6c = 167,01
ppm fue asignada al grupo carbonilo del éster aromatico. Mientras que las sefales a 6c
= 129,86, 129,63, 128,45 y 133,22 ppm fueron asignadas a los carbonos del anillo
aromatico (cada una de las sefiales a 6c = 129,63 y 128,45 ppm corresponden a dos
carbonos simétricos del anillo aromatico). Informacién adicional desde el espectro 2D-
HMBC indica que se observaron correlaciones heteronucleares a 3Ju.centre H-23a (6n =
4,50 ppm) con el carbono carbonilico del éster aromatico (6c = 167,01 ppm), de esta
forma se confirma la presencia del grupo benzoato en la posicion C23 y junto con ello la

selectividad de la reaccion.

Por medio de la preparacién de este derivado benzoilado y posterior purificacidon por CC
y recristalizacion (MeOH/Et,0 = 1/2) se logré obtener cristales adecuados para realizar
el estudio cristalografico de mono cristal para la determinacién de la configuracién
absoluta en C22. Con este estudio finalmente se determind la estereoquimica en C22

como S, segun se indica en la Figura 61.
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Figura 61. Estructura de rayos-X de mono cristal para el derivado 110.

Luego de determinada la estructura del derivado 110 y confirmacion de la
estereoquimica en C22, se procedio a la obtencidn del andlogo de BRs 84 propuesto en
los objetivos de la tesis. Para ello, el glicol 109 fue saponificado con K2CO3/MeOH en
condiciones de reflujo (Figura 47), obteniéndose el triol 84 con 97,0% de rendimiento.
Este compuesto fue obtenido anteriormente por otros autores y utilizando rutas de
sintesis similares. Estos autores propusieron la estructura para 84 en funcién de los
datos espectroscopicos de *H, 3C RMN y por técnicas espectrométricas de EIMS y HRMS.

Sin embargo, la asignacidn de las sefiales de H, 23C RMN no fueron reportadas [94].

1) K,CO4/MeOH
2) HCI 2% ‘
\\
109 HO
(0] (@]

AcO"

A

i

Figura 47. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 84.

El espectro de *H RMN del triol 84 mostré sefiales a 6n = 4,04-4,03 (m, 1H), 3,71 (dt, J =
8,9y 3,2 Hz, 1H), 3,60 (dd, J=11,3y 2,7 Hz, 1H) y 3,40 (dd, J = 11,3 y 8,9 Hz, 1H) ppm,
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que fueron asignadas a los hidrégenos H-3, H-22, H-23a y H-23b, respectivamente.
Mientras que en el espectro de 3C RMN, la presencia de los carbonos carbindlicos fue

observadaa 6c=75,19, 66,02 y 63,19 ppm y asignados a C22, C3 y C23, respectivamente.

Siguiendo con los objetivos propuestos en esta tesis, el paso siguiente fue la obtencién
de los dos nuevos andlogos de BRs 86 y 87, para ello se desarrolld la ruta de sintesis
indicada en la Figura 62. La introduccidon del grupo lactona (B-Homo-7-oxa y B-Homo-6-
oxa) en el anillo B, puede llevarse a cabo por medio de la reaccién de oxidacién de
Baeyer-Villiger de 5a-6-ceto esteroides con sustituyentes oxigenados en posiciones 2a-
3a y 3a, la cual ocurre con control regioselectivo, favoreciendo la formacién de 7-
oxalactonas, en presencia de sustituyentes atractor-electrén en la posicién C3 [107]
(grupos acetatos [80], [89], [107], [120], [121], benzoatos [107], [120], tosilatos [108],
[120], trifluoroacetatos [121] y acetdnidos [106], [122]).

También el uso de CFsCO3H como agente oxidante ha demostrado un marcado efecto
sobre la razén 6-oxa/7-oxa y puede conducir a la formacion preferencial del isémero 7-
oxa por sobre el 6-oxa [121]. Ademas, los rendimientos globales de lactonizacién en
presencia de grupos hidroxilos protegidos (como acetatos, benzoatos, aceténidos, etc.)
son mayores que los obtenidos cuando la reaccion de oxidacién se realiza en la
estructura esteroidal directamente en la presencia de grupos hidroxilo [123]. Por estas
razones, se llevo a cabo la oxidacion de Baeyer-Villiger del derivado triacetilado 111 en
lugar de 109 y usando CF3COsH/CHCI; como sistema oxidante (Figura 62). También se
observd una regioselectividad similar en la oxidacion de Baeyer-Villiger cuando se utilizé
el sistema m-CPBA/NaHCOs/CH,Cl;, sin embargo, las velocidades de oxidacion

observadas son mas lentas [121].
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Figura 62. Ruta de sintesis para la obtencion de los analogos 86 y 87.

Considerando los antecedentes mencionados anteriormente, por medio de acetilacion
estandar (Ac;O/DMAP) del glicol 109, se obtuvo el derivado triacetilado 111 con 97% de
rendimiento. La estructura del derivado triacetilado 111 fue establecida principalmente
por espectroscopia de *Hy 3C RMN, donde las sefiales singletes observadas a 6y = 2,06,
2,04y 2,03 ppm, integradas para 3H cada una, fueron asignadas a los hidrégenos de los
tres grupos metilos de acetatos. Mientras que en el espectro de 13C RMN se observaron
sefiales a 6c = 171,09, 170,42, 170,25, 21,39, 21,23 y 20,86 ppm, que confirman la

presencia de los tres grupos CH3CO.

Posteriormente, la oxidacién de Baeyer-Villiger del compuesto triacetilado 111 con el
sistema CF3CO3H/CHCIl3 produjo las lactonas 112 y 113 (Figura 62) con 35,2% y 14,1% de
rendimiento respectivamente. La asignacion completa de las estructuras de 112 y 113
fue establecida principalmente por espectroscopia de RMN de 'H, 13C, 13C DEPT-135, 2D-
HSQCy 2D-HMBC. De esta forma la posicion de la funcidn 7-oxalactona en el compuesto
112 fue establecida por la observacion en el espectro de *H RMN de las sefiales a 6y =
4,13 — 4,04 ppm (m, 2H), que fueron asignadas a los hidrégenos H-7 y correlacionados
por 2D H-13C HSQC con la sefial metileno observada a 6c = 70,31 ppm en el espectro de
13C DEPT-135 (CH2-7). Adicionalmente, importantes correlaciones heteronucleares
fueron observadas para los hidrégenos H-5a y H-7 desde el espectro 2D *H-13C HMBC

igura 63): (i) H-7 muestra correlaciones a °Juc con la sefial a 6c = 175,97 ppm que fue
(Fi 63): (i) H-7 laci 3 la sefial a 6c = 175,97 f
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asignada al carbono C-6 (C=0 de la funcién lactona), y con la sefial a 6c = 58,31 ppm,
asignada al carbono C-9, y correlaciones a %Juc con la sefial que aparece a 6c =39,42 ppm
asignada al carbono C-8. (ii) H-5a que fue observado a é+ = 3,03 ppm (1H, dd, J=12,2y
4,3 Hz) muestra correlaciones a 3Juc con las sefiales a 6c = 14,54, y 58,31 ppm, que fueron
asignadas a los carbonos CH3-19 y C-9, respectivamente. (iii) H-5a muestra correlaciones
a ZJuc con las 6c = 29,74, 36,14 y 175,97 ppm, que fueron asignadas a los carbonos C-4,
C-10vy C-6, respectivamente. Todas estas correlaciones son representadas en el espectro
2D-HMBC que se muestra en la Figura 63. Estas observaciones espectroscdpicas

confirman de manera inequivoca la posicion 7-oxalactona en el compuesto 112,

CH;CO|

H-21

H3+H22 H7a+p
H23a | H-23b
Hs
M HASJ'V
ppm
=) @ . -
bé
¥ & L]
" ] 2
. & ”9
10 , :

60

80

100+

120

140

160

® b % CH;CO
W P Cc-6

55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

180

Figura 63. Espectro 2D *H-3C HMBC y principales correlaciones a 2Juc (rojo) y 3Juc (azul) observadas para los
hidrégenos H-5a y H-7 del compuesto 112 (7-oxalactona).
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analisis similar fue desarrollado para determinar la estructura de la 6-oxalactona 113.
Asi, en el espectro de *H RMN, la sefial observada a 64 = 4,46 ppm (1H, dd, J=11,3y 5,3
Hz) fue asignada al hidrégeno H-5a y correlacionada por 2D *H-13C HSQC con la sefial a
6c=79,68 ppm (grupo CH observado con multiplicidad impar desde el espectro *3C DEPT-
135). Adicionalmente, H-5a muestra correlaciones a 2Juc con la sefial a ¢ = 32,95 ppm
que fue asignada al carbono C-4 y correlaciones a 3Jic con las sefiales a 6c = 11,59, 57,97
y 174,64 ppm, que fueron asignadas a los carbonos CHs-19, C-9 y C-6 respectivamente

(C-6 es el C=0 de la funcidn lactona).

Por otra parte, la sefial en el espectro de 'H RMN observada a &4 = 2,55-2,43 ppm
corresponde a los dos hidrogenos H-7 (m, 2H), mostrando correlacién a %Juc con las
seflales que aparecen a 6c = 38,31 y 174,64 ppm, que fueron asignadas a los carbonos
C-8 y C-6 respectivamente. Mientras que H-7 mostrd correlacidn a 3Juc con la sefial a 6¢
= 57,97 ppm, que fue asignada al carbono C-9. Estas correlaciones se muestran en el

espectro 2D-HMBC de la Figura 64.
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Figura 64. Espectro 2D 'H-3C HMBC y principales correlaciones a 2Juc (rojo) y 3Juc (azul) observadas para los
hidrégenos H-5a y H-7 del compuesto 113 (6-oxalactona).

Posteriormente, por medio de reaccién de saponificacion en K,CO3/MeOH de los
compuestos 112 y 113, se obtuvieron las lactonas finales 86 y 87 con rendimientos de
86% y 81% respectivamente. La determinacién estructural completa de las lactonas 86
y 87 fue llevada a cabo, principalmente, por espectroscopia de RMN 1Dy 2D y para ello
se desarrollé un andlisis similar al realizado para asignar las estructuras de las 7-oxa y 6-

oxalactonas precursoras 112 y 113.

En la Figura 65 se muestran parte de los espectros de *H RMN de los analogos 86y 87 y
con ello las principales diferencias observadas en los desplazamientos quimicos para los

hidrégenos H-5 y H-7. Por ejemplo, H-5 en el compuesto 112 (7-oxalactona) aparece a
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campo mas alto (o = 3,17 ppm, dd, J = 12,3 y 4,4 Hz) comparado con el H-5 en el
compuesto 113 (6-oxalactona) que aparece a 64 = 4,60 ppm (dd, /= 11,3 y 5,3 Hz). De
forma similar, H-7a+B en el compuesto 112 fueron observadas a campo mas bajo (6w =
4,08-4,07, m) mientras que en la 6-oxalactona 113, los hidrégenos H-7a+B son

desplazados a campo alto (o4 = 2,53-2,43, m).

H-7a + B
| H-22 HQT }‘I%b Hes H-120
| )M 1 Hap| |l
I il
Ji \J —— L.JU 'LJ WWWWM . wf\_ m w,"l“ L
H-7a +
H-23a H-23b r
l H-22 h | | H-48 + 120
e -
i gp e — '\.WAJU‘ jU W\ T AW

Figura 65. Mayores diferencias entre los desplazamientos quimicos de los hidrégenos H-5 y H-7. Espectros de H
RMN parcial (6 = 1,85-5,00 ppm) de ambas lactonas 86 y 87.

Luego de obtener los andlogos 84, 86 y 87, del tipo 24-nor, con estereoquimica C22(S)
en la cadena lateral, propuestos en los objetivos del trabajo de tesis, el siguiente paso
consistid en la obtencidn de los analogos 85, 88 y 89. Estos analogos se diferencian por

tener en la cadena lateral una estereoquimica C22(R).
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Figura 66: Esquema de sintesis propuesto para la obtencion de los compuestos 85, 88y 89 [72], [95], [101], [103]—
[106]

Para ello, se desarrollaria la secuencia de sintesis indicada en la Figura 66. Sin embargo,
sélo se logro llegar hasta el paso de la obtencién de la mezcla de epdxidos 106 y 107
desde el alqgueno 104 con 55,7% de rendimiento (Figura 67). La razén de esto se debe a
gue la mezcla de epdxidos no fue posible de separar por los métodos convencionales de
purificacion (CC y/o recristalizacidn). En este caso sdlo se logré identificar la relacion en
la cual se obtuvieron estos epdxidos que fue 106:107 = 0,44:1. Esta proporcion fue
calculada en funcidn de las integrales de las sefiales asignadas a los hidrogenos H-22 (&6
= 2,73 ppm), H-23a (6 = 2,59 ppm) del epdxido mayoritario (compuesto 107) y H-23a (6
= 2,64 ppm), H-23b (6 = 2,40 ppm) del epdxido minoritario (compuesto 106).
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Figura 67. Ruta de sintesis para la obtencién de los analogos 106 y 107.

Para la determinacion del epdxido mayoritario, se utilizaron correlaciones
experimentales y espectroscopicas reportadas para la obtencidn de 22-23, 24-nor
epoxidos, por el mismo procedimiento experimental de epoxidacion (m-CPBA) de

estructuras esteroidales similares [95], [96], [120].
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Resultados y discusiones de la evaluacién de la
actividad antifongica de los andlogos de
brasinoesteroides sintetizados contra Bofrytis
cinerea in vitro

De acuerdo a los objetivos especificos planteados, se midié la actividad antifingica de
los analogos sintéticos de BRs 53, 84, 86, 87, 90, 95, 96, 97, 98, 101, 102, 103, 112 y 113,
mediante el test radial de inhibicion del crecimiento micelial in vitro del hongo patégeno

Botrytis cinerea.

Los resultados mostrados en la tabla 4 corresponden al porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial del hongo Botrytis cinerea posterior a las 72 h de incubacién,
evaluado a 3 concentraciones distintas, en comparacién al control negativo. Ademas,

como control positivo de ensayo se utilizd el antifungico comercial Captan®.

En el Anexo | se muestra el registro visual del ensayo de inhibicion micelial de Botrytis
cinerea in vitro para los andlogos que presentaron la mayor actividad antifungica entre

los compuestos evaluados (84, 112).

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea in vitro (% % DS).

i Concentracion del compuesto (ppm)
Compuesto Estructura de los analogos

(Codigo) de BRs
50 100 150 300

BL 10+2,2 55+4,1 55+1,5

0 Brasinoélido
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53

84

86

87

90

95

96

CO,H

49+1,2
HO" -
H =
OH
51+0,0
HO™
41+8,7
19+0,0
HO"
CO,CHs
36+£2,0
HO" -
H =
OH
CO,CH3
1+0,0
O
H
(@]
CO,CHj3
28+2,8
H;CO
H3CO H
o

92+1,1

56 +6,8

19+0,0

82+1,0

100+0,0

100+0,0

90+2,3

86+1,2

23+1,2

99+0,0

89+2,2

22+1,8

53+2,0
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97

98

101

102

103

112

113

CO,CH;

HOY

HO"

HO,,,

HOY

HOY
CO,H
AcO"
OAc
~__OAc
AcO™
OAc
~_OAc
AcO™

60+1,2

79+1,8

45+1,0

73+1,2

55+1,8

62+2,9

26+9,0

99+0,0

43+7,5

66+0,8

86+1,2

77 +£3,2

78+1,2

64+1,8

100+0,0

100+0,0

91+0,0

91+0,0

94+1,0

89+0,0

74+1,2
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Captan (Control +) 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,0

Control (-) 0%0,0

La tabla muestra las evaluaciones del promedio de tres replicas independientes para las concentraciones
50, 100, 150 y 300 ppm.

Debido al rendimiento en la sintesis y la baja cantidad de moléculas obtenidas para
realizar las diversas pruebas bioldgicas del estudio, no fue posible testear todos los
compuestos a 300 ppm.

Analizados los resultados de la aplicacién, se observé una dependencia directa de la
concentracion para los efectos antifungicos. Por otra parte, la totalidad de los
compuestos presentaron mayor actividad antifungica comparado con el brasindlido BL,
a excepcion del compuesto 95, del tipo 3,6-dicetona, el cual presentd una inhibicion de
1% en sus concentraciones 50 y 150 ppm.

Entre los productos que mostraron mayor actividad inhibitoria, se destacaron los
compuestos 98 y 102, los cuales presentaron valores de inhibicion de 79% y 73%,
respectivamente, a la mds baja concentracién (50 ppm). Ambos compuestos poseen
estructuras altamente similares, con C3 a-hidroxilado, 6-oxo, fusion de anillos tipo trans
y cadena lateral derivada de acido célico en C23 para el compuesto 102 y su metilester
en 98. Funciones que mostraron ser claves para una elevada actividad antifungica. La
desprotonacion de la cadena lateral a pH fisiolégico y con ello la incorporacién de una
carga negativa en la molécula podria ser importante en la disminucién de la actividad
mostrada por 102 respecto al andlogo 98. Ademas, el compuesto 112 mostrd un 99% de
inhibicidn de crecimiento micelilal a 100 ppm, que junto a los compuestos 84, 86 y 113
presentaron 100% de inhibicién a una concentracion de 150 ppm, igualando los
resultados mostrados por el control positivo (fungicida comercial). Estos ultimos 4
compuestos, tienen en comun estructural el poseer funciones oxigenadas en los
carbonos C22 y C23, en sus formas hidroxiladas y acetiladas.

Comparando las funciones individuales, la Tabla 5 presenta la serie de compuestos 95,

96 y 97, compuestos con modificaciones exclusivas en la funcion oxigenada del anillo A.
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La oxidacién de los hidroxilos en C3 y C6 llevd a la casi completa pérdida de la actividad
antifungica del compuesto 95. La metoxilacion de C3 en el compuesto 96 implicé la
perdida de aproximadamente la mitad de la actividad antifungica respecto a C3 a-
hidroxilado (28%, 23% en 96 y 60%, 66% en 97 a 50, 150 ppm, respectivamente). Con
ello, se destaca la importancia de la funcién hidroxilada en C3 en la actividad antifingica
asociada a la estructura. Los resultados concuerdan con lo informado por bibliografia
[55], particularmente con los estudios de estructura-actividad de la serie de analogos de
testerona (12), donde la sustitucién del hidroxilo por una funcién cetona en C3 llevd a la

pérdida de casi un 95% de la actividad del analogo.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea in vitro (% + DS), para la
serie 95, 96 y 97 (modificacion exclusiva en el anillo A) para las concentraciones 50, 150 y 300 ppm.

50 ppm

150 ppm

300 ppm

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea in vitro (% + DS), para
los compuestos 97 y 98 (modificacion en la fusion de anillos A/B) para las concentraciones 50, 150 y
300 ppm.

CO,CH,3 CO,CH,4
HO"
H
O 97
ad
50 ppm 60+ 1,2 79+1,8
150 ppm 66+0,8 86+1,2
300 ppm 91+ 0,0 91+ 0,0

|-Activo +Activo>
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Por otro lado, analizando la Tabla 6, se puede observar como la modificacion de la fusidn
de anillos A/B del tipo cis o trans afectd la actividad antifungica de los andlogos sintéticos
de BRs. El andlogo 97 con fusién de anillos A/B tipo trans presentd en promedio un 19%
de mayor capacidad antifungica a 50 y 100 ppm, respecto al analogo 98 con fusidn de
anillos tipo cis. Al incrementar la concentracién de los andlogos aplicados a 150 ppm,
esta diferencia desaparece. Estos resultados concuerdan con lo observado por Seto et
al. [63], donde la transformacién de la fusién de anillos de trans a cis llevé a una pérdida
total de la actividad medida a través de RLIT, lo que ratifica que la fusion de anillos es

esencial para la actividad biolégica.

La configuracién de las funciones oxigenadas hidroxiladas o acetiladas, ademads de la
orientacién espacial de la lactona en el anillo B, mostraron una coherencia en la
actividad antifungica asociada a la estructura. Asi, si se toman las concentraciones mas
bajas, los analogos que poseen funcién trihidroxilada mostraron en promedio un 46%
de mayor actividad antifungica respeto a los que poseen funcidn triacetilada, los cuales
alcanzaron en promedio un 29% de mayor actividad. Este comportamiento se presenta
en la Tabla 7, donde se cotejan las actividades para los compuestos 86 y 112 (7-oxa-
lactona) y en los compuestos 87 y 113 (6-oxa-lactona). Si hacemos la misma
comparacion, pero en funcién a la orientacion de la lactona, los analogos 7-oxa-lactona
mostraron, en promedio, un 21% de mayor actividad antifungica, comparado con un
14% para los compuestos con funcién 6-oxa-lactona. Respecto a la configuracion
espacial de la funcién lactona en el anillo B, |a bibliografia indica una clara diferencia en
la actividad segun su orientacion [58] - [60]. La mayoria de los BRs mas activos llevan la
funcién 7-oxa-lactona, seguida en actividad por los BRs con funcién 6-ceto, y ambos a su
vez mas activos que la configuracién 6-oxalactona. En este estudio se confirma esta
tendencia, donde la configuracién 6-oxa-lactona entregd, como media, los valores mas
bajos de actividad, pero se registraron 2 excepciones para los compuestos analogos 102
y 98, los cuales siendo 6-ceto mostraron mayor actividad antiflingica contra Botrytis

cinerea que su analogo 7-oxalactona.
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea in vitro (% * DS), para
la serie 86, 87, 112 y 113 (funciones 6-o0xo/7-0x0 en anillo B versus tipo de funcion oxigenada en C3,
C22 y C23) para las concentraciones 50, 150 y 300 ppm.

OAc OAc

OAc OAc

+ Activo>

AcO" o
113 (o) 112
50 ppm 26+9,0 62+29
150 ppm 43+75 99+0,0
300 ppm 100+ 0,0 100+ 0,0

HO" HO"
o} 86
50 ppm 41 +£8,7 o
150 ppm 56 + 6,8 =
300 ppm 100 + 0,0 <

[- Activo +Activo>

También es posible ver el efecto de la modificacion de la cadena lateral en el potencial
antifungico de los analogos sintetizados. La Tabla 8 presenta la serie 84, 98 y 102, todos
ellos analogos, con estructuras idénticas salvo en su cadena lateral, con el fin de ver el
efecto puntual de la modificacidn de esta en la actividad antiflingica. Se puede ver como
el compuesto dihidroxilado 84 presenté mayor actividad antifungica contra Botrytis

cinerea (salvo en su mas baja concentracidn), que los compuestos metilester 98, y este
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a su vez, mostrd una tendencia a mayor actividad antifungica que el andlogo con cadena
propia de los acidos cdlicos 102. Es importante destacar que el compuesto 84 alcanza
un 100% de inhibicidn de crecimiento del hongo Botrytis cinerea a una concentracion de
150 ppm. Los resultados mostrados para este analisis son variables para la configuracion
de las funciones oxigenadas en las estructuras tipo 24-nor. La existencia de funciones
hidroxiladas o acetiladas no muestran clara tendencia y parecen estar fuertemente
influenciadas por la configuracién funcional del resto de la estructura. Por otro lado, la
configuracion de las cadenas laterales carboxilicas y con éster de metilo, Wei-Shan et al.
[89] describié como menos activos que lo observado en este estudio, donde compuestos
como 89 presentaron los valores mas altos de actividad antifungica contra Botrytis

cinerea para su concentracién (50 ppm).

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea in vitro (% £ DS), para la
serie 84, 98 y 102 (modificacion exclusiva de la cadena lateral) para las concentraciones 50, 150 y 300
ppm.

CO,H

50 ppm 73+1,2 79+18 51+0,0
150 ppm 78+1,2 86+1,2 92 +1,1*
300 ppm 89+0,0 91+0,0 100 + 0,0**

* 100 ppm, ** 150 ppm

|- Activo +Activo>

Se agrupd a los compuestos por funciones y se les ordend segun la actividad antifungica

presentada a la mds baja concentracidn ensayada.

La Tabla 9 muestra la serie de compuestos 95, 96, 97 y 98, que corresponde a analogos
de BRs con cadena lateral funcionalizada en metilester. En esta tabla, se puede ver como
el efecto de las funciones oxigenadas en los anillos A y B es claro. La presencia de un
hidroxilo en C3 y una cetona en C6 incrementd la efectividad antifungica de los analogos

de la serie, por otro lado, la dioxidacion simultanea de C3 y C6 llevo a la pérdida casi
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completa de su actividad, como se ve en el analogo 95. Este fendmeno fue visto en otros
ensayos realizados en esta tesis (actividad antineoplasica). Es probable que la formacién
de alguna interaccion tipo puente de hidrégeno sea clave para la actividad del
compuesto, esto se ve también en el compuesto 96 que, si bien posee funciones
hidrogenadas en C3, este esta menos polarizado que en los compuestos 97 y 90, por ser

de origen metilico.

Tabla 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de Botrytis cinerea in vitro (% + DS), para la
serie 90, 95, 96 y 97 (cadena lateral metilester) para las concentraciones 50, 150 y 300 ppm.

gg/\cozcn3 CO,CH3 CO,CH;,4 CO,CH;3
i :I: Meoi :I:

Hon 90
50 ppm 1+0,0 28+28 36+2,0 60+1,2
150 ppm 1+0,0 23+1,2 86 +1,2 66 +0,8
300 ppm 22+18 53+2,0 89+272 91+0,0
|- Activo +Activo>

La Tabla 10 muestra la serie de compuestos 53, 98, 101, 102 y 103, que corresponde a
andlogos de BRs con cadena lateral tipo no 24-nor (larga). Esta serie incluye a los
analogos con cadena lateral metilester y propia de los acidos cdlicos.

Estos resultados estan fuertemente correspondidos a lo informado por Takatsuto et al.
[55] para los anillos A/B. En todos los casos se observan las tendencias descritas en
bibliografia, salvo el caso particular del compuesto andlogo de castasterona 101, el cual
entregd la menor actividad a la mas baja concentracion (50 ppm). Takatsuto describe
gue la modificacién de los hidroxilos 2a, 3a en el 28-homo-brasindlido redujo
considerablemente la actividad bioldgica en RLIT, sdlo por perder o modificar sus

funciones en C2-C3.
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En esta serie, se ratifica que C3 hidroxilado y la presencia de una cetona en C6
incrementd la efectividad antifungica de los compuestos, como se puede ver en los
compuestos 98 (metilester) y 102 (tipo acido cdlico). La presencia de un hidroxilo en C2
disminuyd fuertemente la actividad del compuesto 101 a 50 ppm, variando en un 34%
si se compara con su analogo equivalente no hidroxilado 98. Esta disminucion
desaparece a concentraciones mayores, quedando 5% sobre el promedio de las
actividades mostradas a 300 ppm.

La Tabla 11 muestra la serie de compuestos BL, 84, 86 y 87, que corresponde a andlogos
de BRs con cadena lateral tipo 24-nor dihidroxiladas en C22-C23. Esta serie sélo se
analizé el efecto de la presencia de una funcion hidroxilada en C3 y la presencia de una
funcién lactona y su orientacion en el anillo B, debido a que la sintesis dirigida no
permitio la presencia de otros tipos de andlogos.

En su configuracién trihidroxilado, el compuesto 84, un andlogo de tipo 24-nor-
tifasterol, se presenté como el mas activo de la serie, superando en 45% la actividad
mostrada por BLy en 10% al andlogo de BRs lactonizado con mayor actividad (86). Asi,
en su configuracion trihidroxilada, los analogos de BRs son mas activos en ausencia de
funcién lactona en el anillo B. Respecto a la orientaciéon de la funcién lactona, el
compuesto 7-oxa-lactona (86) superd en 22% la actividad del compuesto 6-oxa-lactona

(87), pero, aun asi, el compuesto 87 superd en 9% la actividad mostrada por BL.
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Resultados y discusiones de la evaluacion de los
andlogos de brasinoesteroides sintetizados
como promotores de elongacion celular vegetal

Si bien, no fue una cuantificacion planteada en los objetivos iniciales de esta tesis, y
debido a que la promocidn del crecimiento vegetal es una de las propiedades intrinsecas
de los BRs naturales [3], se midi6 el efecto de la aplicacién de los analogos de BRs
sintetizados 84, 86, 87, 109, 111, 112 y 113, como promotores de elongacion celular
vegetal. La cuantificacion se realizé mediante el test de Inclinacién de la I1dmina de arroz
(RLIT), procedimiento creado por Wada et al. 1981 [107] con modificaciones menores
de Duran et al. 2017 [108], usando brasindélido BL como control positivo de actividad. La
Tabla 12 muestra las moléculas evaluadas y el efecto de la aplicacidon de estos andlogos
sintéticos de BRs en el grado de inclinacién de la ldmina de arroz (Oryza sativa cultivar
Zafiro). Los resultados corresponden al angulo promedio de apertura £ DS, producto de

seis replicas independientes para las concentraciones 1 x 108 M, 1 x 107 My 1 x 10® M.

En el Anexo J se entrega el registro visual del ensayo RLIT y los dngulos obtenidos

posterior a la aplicacién de los diferentes andlogos testeados.

Tabla 12. Efecto de la aplicacion de anédlogos de BRs sobre la inclinacion de la lamina de arroz (angulo
promedio de apertura en grados + DS).

Concentracion del compuesto (M)

Compuesto Estructura de los analogos
Cadigo de BRs
( go) 1x10% 1x107 1x10¢
OH
BL 31+11,0 41+4,5 70+ 7,5

Brasinolido
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84

HO™

86
HO™
87
HO™
109
AcO™
:OAc
OAc
111
AcO™
OAc
“__OAc
112
AcO™

35+0,0

40+2,7

18+2,2

34+£3,5

33+2,7

60+2,7

37+4,2

24 +2,2

13+0,0

45+ 2,7

44+ 2,3

62+13,1

45+2,9

46 £9,5

28+0,0

53+6,7

61+11,8
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OAc

OAc

113 13+3,5 25+4,5 40+2,9

Control (-) 8+5,0

La tabla muestra el angulo promedio de apertura = DS, producto de seis replicas independientes para las
concentraciones 1 x 108 M, 1x 107 My 1 x 10 M.

Analizando los resultados, se observa que los andlogos sintéticos de BRs evaluados
presentaron una dependencia directa de la concentracion para los efectos como
promotor de elongacién celular vegetal. Una observacién importante es que varios de
los compuestos analizados presentaron mayor actividad como promotores de
crecimiento vegetal que el control positivo BL. Si hacemos el analisis porcentual, a la
mas baja concentracion (1 x 108 M), los compuestos 86, 84, 111 y 112, superaron a BL
en 29%, 13%, 10% y 6%, respectivamente. A una concentracién de 1 x 107 M, los
compuestos 84, 111 y 112, superaron a BL en 46%, 10% y 7%, respectivamente. Sdélo a
una concentracién de 1 x 10°® M BL fue el compuesto méas activo como promotor de
crecimiento vegetal, siendo seguido por 112 que tuvo un 11% menor actividad que BL.
Porcentualmente y en funcién a BL, los resultados mas destacados fueron: el efecto del
compuesto 84 a una concentracion de 1 x 10”7 M, seguido por el efecto de 86 a una
concentracién de 1 x 10 M. Por otro lado, los compuestos 109, 87 y 113 mostraron la
menor actividad promotora de crecimiento vegetal, que fue mas evidente en los
ensayos a menor concentracién, entregando para el compuesto andlogo 109 un nivel de
actividad de sélo el 16% de lo mostrado por BL, a la misma concentracién.

Debido al nimero reducido de moléculas testeadas en su actividad como promotoras
de crecimiento vegetal, las caracteristicas estructurales analizadas fueron: la
hidroxilacién o acetilacion de los carbonos C22-C23 en la cadena lateral, y la presencia 'y

orientacion de la funcién lactona en el anillo B.
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Tabla 13. Angulo promedio de apertura de la lamina de arroz (grados + DS) para la serie BL, 84, 86 y 87
(cadena lateral dihidroxilada) a concentraciones 1 x 108 M, 1 x 107 My 1 x 106 M.

1x10°M 18+2,2 35+0,0
1x107M 24422 60 +2,7
1x10°M 42495 62 +13,1

[- Activo +Activo>

Tabla 14. Angulo promedio de apertura de la lamina de arroz (grados + DS) para la serie BL, 111, 112y
113 (cadena lateral acetilada + BL) a concentraciones 1 x 108 M, 1 x 10°"My 1 x 10°M.

OAc

OAc OAc
OAc

HO,,.

AcO™ HO™

0, M3

1x10°M 13+35 31+11,0 33+27 34+35
1x10"M 25+4,5 41+45 44+23 4527
1x10°M 40+29 70+75 61+11,8 53 + 6,7

[- Activo +Activ0>

Ordenados los andlogos de BRs de cadena lateral 24-nor con C22-C23 dihidroxilados y
diacetilados, segun su actividad como promotores de crecimiento vegetal, se obtuvieron
las series BL, 84, 86 y 87/ BL, 111, 112 y 113, los cuales son presentadas en las Tablas 13
y 14. En la Tabla 13 el compuesto que presentd mayor actividad fue 84, en 2 de las 3
concentraciones evaluadas. Asi, a la mas baja concentracidn el andlogo 84 fue 11% mas
activo que BLa 1 x 10 M y 31% mas activo que BL a 1 x 10”7 M, pero esa ventaja se

revirtio a una pérdida de 13% de actividad a 1 x 10°® M. Por otro lado, en la Tabla 14 Los
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compuestos triacetilados 111 y 112 superaron a BL en las 2 concentraciones mas bajas
del total evaluado. Analizando globalmente, entre los compuestos andlogos sintetizados
evaluados, se ve una clara tendencia; tanto en compuestos dihidroxilados como en
diacetilados, los andlogos de BRs de tipo 24-nor-tifasterol (84, 111) como las que poseen
funcién 7-oxa-lactona en el anillo B (86, 112) presentaron mayor actividad como
promotoras de crecimiento vegetal que la estructura 6-oxalactona (87, 113). Entre los
andlogos que poseen funcién triacetilada, el promedio de apertura fue de 40 grados
para analogos 7-oxa-lactona (86) y 29 grados para analogos 6-oxa-lactona (87). Para los
analogos que poseen funcién trihidroxilada, el promedio de apertura fue de 46 grados
para andlogos 7-oxa-lactona (112) y un promedio de 26 grados para analogos 6-oxa-
lactona (113). De esto se puede inferir, que, para esta configuracidon de andlogos, los
compuestos acetilados son mas activos que los analogos hidroxilados y que la posicién
del oxigeno en la funcion lactona del anillo B, cuando estd en posicion 7 por sobre 6,
favorece la actividad como promotoras de crecimiento vegetal.

Respecto a las actividades segln la presencia u orientacién de la funcién lactona en el
anillo B, hay concordancia a lo presentado en bibliografia, donde se expone una clara
diferencia en la actividad segun su orientacidon de la funcidn dentro del anillo [58] - [60].
En general, la mayoria de los BRs mas activos llevan la funcidén 7-oxa-lactona, seguida en
actividad por los BRs con funcién 6-ceto, pero se registraron 2 excepciones para los
compuestos andlogos 84 y 111, los cuales siendo 6-ceto mostraron mayor actividad
antifungica contra Botrytis cinerea que su andlogo 7-oxa-lactona. El principal punto a
discutir es la elevada actividad mostrada por los andlogos tipo 24-nor
trihidroxilados/triacetilados, muchos de los cuales mostraron ser mejores promotores
de crecimiento vegetal que BL. Son muy pocos los andlogos de BRs “superactivos” o
mas activos que BL, reportados en bibliografia, tanto naturales como sintéticos.
Bibliografia nos muestra estructuras tipo arilbrasinoesteroides [79]-[80],
acilbrasinoesteroides [82] y analogos de BRs de tipo androstanos [83], todos ellos con
una fuerte analogia estructural con BL, a diferencia de las estructuras tipo 2-desoxi aqui

presentadas.
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Figura 68. Analogos sintéticos 84, 111 y 112, los cuales presentaron mayor actividad promotora del crecimiento
vegetal en test RLIT

Resultados y discusiones de la evaluacién de la
actividad citotéxica de los andlogos de
brasinoesteroides sintetizados en lineas celulares
tumorales in vitro

El siguiente objetivo fue evaluar el potencial citotdxico de los andlogos sintéticos de BRs
frente a lineas celulares de cancer de diverso origen histopatolégico. Para ello, se
cuantificd la viabilidad celular posterior a la aplicacién de 18 de los compuestos andlogos
sintetizados, mediante el ensayo colorimétrico con SRB, sobre tres lineas celulares
neopldsicas y una linea celular normal como control. Las lineas celulares neoplasicas
utilizadas fueron: PC-3, linea de cancer de préstata; HT-29, linea de cancer colorrectal
MCF7; linea de cdncer de mama; CoN, linea celular epitelial no tumoral de colon como
control de ensayo.

La exposicidn de las lineas celulares a los analogos sintéticos de BRs se hizo en 2 grupos,
el primero integrado por moléculas intermediarias de la ruta de sintesis, las cuales se
evaluaron a 2 concentraciones (50 y 100 uM), y el segundo grupo integrado por
moléculas objetivos final de sintesis, las cuales se evaluaron a 3 concentraciones (25, 50

y 100 uM).

La Figura 69 muestra todas las moléculas intermediarias de la ruta de sintesis evaluadas,
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mientras la Figura 70 muestra las moléculas objetivo final de sintesis evaluadas. (Los
Anexos K, L, M y N contienen las tablas con todos los valores obtenidos del célculo de

citotoxicidad con su correspondiente desviacion estandar).

HO™ I 53 HO™ ; 90 o 95
OH

H :
OH Ho
ﬁCOZCHs S
HsCO 26 - 97 .
HO' HO'
H,CO R o
8 o 0

Z, “,

CO,CH;

HOY AcO™

AcO"

OAc
OAc

AcO™

Figura 70. Analogos sintéticos de BRs evaluados en el segundo grupo (moléculas objetivo final de sintesis).
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La primera evaluacion corresponde a la cuantificacion del efecto citotoxico de los
andlogos sintéticos de BRs en linea celular CoN (células epiteliales no tumorales de
colon), utilizada como control de inocuidad general de los compuestos.

La Figura 71 muestra los niveles de citotoxicidad de los compuestos andlogos obtenidos
como intermediarios de sintesis contra linea celular control. En general, los compuestos
analizados mostraron una dependencia directa de la concentracién. A una
concentracion de 50 uM, los compuestos 98, 100 y 102 mostraron los menores niveles
de variacion, con 102,6%, 100,5% y 103,1%, respectivamente. El compuesto 96 entregd
una viabilidad de 64,6 % respecto al control, pero debido a su elevada dispersién no es
estadisticamente diferente a este. A una concentracion de 100 pM todos los
compuestos presentaron una variacion respecto a su control, salvo el compuesto 53 que

entregd una viabilidad de 95,9%.
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Figura 71. Citotoxicidad de los analogos de BRs obtenidos como intermediarios de sintesis contra linea celular CoN
(célula epitelial de colon normal). El grafico presenta los porcentajes de viabilidad celular después de 72 h de
exposicion a cada compuesto para las concentraciones (50 y 100 uM). Los resultados se presentan como el promedio
+ DS. * Significancia estadistica evaluada por ANOVA a dos vias con respecto su correspondiente control negativo
con p<0.001.

La Figura 72 muestra los niveles de citotoxicidad de los compuestos analogos obtenidos
como objetivos finales de sintesis contra la linea celular control. A la mas baja
concentracion (25 uM) los compuestos 86, 87, 104, 112 y 113 presentaron elevada
actividad citotoxica, llegando incluso a 72,8% para el compuesto 87. Al aumentar la

concentracion a 50 uM, el compuesto 113 se sumd a aquellos que mostraron ser
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citotéxicos. Por ultimo, a una concentracion de 100 uM, sdélo los compuestos 109, 110y
111 mostraron bajos niveles de citotoxicidad frente a linea celular control. El compuesto
110 mostrod valores superiores a 100%, estadisticamente significativo, implicando que a
esa concentracion se comporta como un inductor de proliferacién celular, efecto
contrario a lo buscado.

Analizando la estructura de los compuestos 109 y 111, los cuales presentaron una
minima citotoxicidad celular, se puede ver una elevada analogia estructural. Ambos
compuestos poseen una funcion mono-oxigenada acetilada en C3, fusién de anillos A/B
tipo trans, funcidén 6-oxo no lactonizada en el anillo B y funciones oxigenadas en C22 y

C23 (Figura 73).
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Figura 72. Citotoxicidad de los anélogos de BRs obtenidos como obijetivos finales de sintesis contra linea celular
CoN (célula epitelial de colon normal). El gréafico presenta los porcentajes de viabilidad celular después de 72 h de
exposicion a cada compuesto para las concentraciones (25, 50 y 100 uM). Los resultados se presentan como el
promedio + DS. * Significancia estadistica evaluada por ANOVA a dos vias con respecto su correspondiente control
negativo con p<0.001.
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Figura 73. Andlogos de BRs que presentaron la menor variaciéon de porcentaje de variabilidad posterior a la
exposicion de las células a los compuestos. Se puede apreciar la elevada analogia estructural entre ambos compuestos.
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El siguiente ensayo fue la cuantificacidon del efecto citotdxico de los andlogos sintéticos
de BRs contra linea de células epiteliales tumorales de préstata (PC-3).

La Figura 74 muestra los niveles de citotoxicidad de los compuestos analogos obtenidos
como intermediarios de sintesis frente a PC-3. En este grupo, el compuesto 53 mostré
ser inductor de proliferacion celular ambas concentraciones testeadas, al incrementar
el porcentaje de viabilidad celular respecto al basal, quedando fuera de interés de
estudio para linea PC-3. Nuevamente, se observa una dependencia directa con la
concentracion del analogo aplicado. En general, los ensayos realizados en la linea celular
PC-3 presentaron una mayor dispersion comparados con la linea CoN. A una
concentracion de 50 uM destacd Unicamente el compuesto 96, con una viabilidad
celular de 43,9%. Al incrementar la concentracién a 100 uM, los compuestos 90, 97, 98,
100 y 103, presentaron una viabilidad celular de 12,2%, 55,5%, 78,3%, 65,4% y 37,8%,
respectivamente.

La Figura 75 muestra los niveles de citotoxicidad de los compuestos andlogos de BRs
obtenidos como objetivos finales de sintesis frente a PC-3. El compuesto 104 mostré ser
inductor de proliferacién celular a una concentraciéon de 25 pM. Nuevamente, se
observa una dependencia directa con la concentracién del analogo aplicado. Casi todos
los andlogos mostraron un efecto citotdxico sobre la linea celular PC-3, destacando los
compuestos 112, 84 y 109, con viabilidades porcentuales particularmente bajas (41,3,

49,3y 52,5 %, respectivamente).
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Figura 74. Citotoxicidad de los anélogos de BRs obtenidos como intermediarios de sintesis contra linea celular PC-
3 (células epiteliales tumorales de prostata). El grafico presenta los porcentajes de viabilidad celular después de 72
h de exposicion a cada compuesto para las concentraciones (50 y 100 uM). Los resultados se presentan como el

promedio + DS. * Significancia estadistica evaluada por ANOVA a dos vias con respecto su correspondiente control
negativo con p<0.001.
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Figura 75. Citotoxicidad de los analogos de BRs obtenidos como objetivos finales de sintesis contra linea celular -
3 (células epiteliales tumorales de préstata). El grafico presenta los porcentajes de viabilidad celular después de 72
h de exposicion a cada compuesto para las concentraciones (25, 50 y 100 uM). Los resultados se presentan como el

promedio + DS. * Significancia estadistica evaluada por ANOVA a dos vias con respecto su correspondiente control
negativo con p<0.001.

En general, los compuestos 109, 111, 112 y 113 entregaron bajos porcentajes de
viabilidad celular. Estos 4 compuestos estdan muy relacionados estructuralmente, sobre
todo en la conformacién de su cadena lateral, con funciones oxigenadas en C22 y C23.
Entre ellos destacan los compuestos 109 y 111 (Figura 73), los cuales, ademds de

producir una disminuciéon considerable de viabilidad celular en linea de cancer PC-3
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(57,3 % y 48,3 %), no generaron mayor alteracién en los niveles celulares de la linea
celular CoN (94,3 % y 99,2 %, respectivamente) (Figuras 74 y 75).

El siguiente ensayo fue la cuantificacidn del efecto citotdxico de los anadlogos sintéticos
de BRs contra linea de células epiteliales tumorales de colon (HT-29). La linea HT-29
mostro ser particularmente sensible a la exposicion a los analogos tal y como se muestra
en las figuras 76 y 77. Nuevamente, se observa una dependencia directa con la
concentraciéon del analogo aplicado.

La Figura 76 muestra los niveles de citotoxicidad de los compuestos analogos de BRs
obtenidos como intermediarios de sintesis contra la linea HT-29. En este grupo, destacan
los compuestos 90 y 97, los cuales presentaron elevada citotoxicidad en ambas
concentraciones aplicadas (50 y 100 uM), llegando a niveles de viabilidad celular de 8,0%

y 29,9%, respectivamente.
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Figura 76. Citotoxicidad de los analogos de BRs obtenidos como intermediarios de sintesis contra linea celular HT-
29 (células epiteliales tumorales de colon). El gréafico presenta los porcentajes de viabilidad celular después de 72
h de exposicion a cada compuesto para las concentraciones (50 y 100 uM). Los resultados se presentan como el
promedio + DS. * Significancia estadistica evaluada por ANOVA a dos vias con respecto su correspondiente control
negativo con p<0.001.

La Figura 77 muestra los niveles de citotoxicidad de los compuestos analogos obtenidos
como objetivos finales de sintesis contra la linea HT-29. En este grupo, casi todos los
compuestos presentaron actividad citotdxica elevada, salvo los compuestos 104 y 110

gue parecen ser inductores de proliferaciéon celular frente a HT-29. Destacan
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particularmente los compuestos 84, 86, 87 que presentaron baja viabilidad celular en

las tres concentraciones testeadas, con valores de 18,3, 27,3 y 20,2% a los 100 uM.

140 25 uM 50uM  E100 uM
120 ‘|'
[
S 3 100 I I I [
o = I * %
O 8 go x I
S,: 2 * * * I
S $ 60 I* { %
3 8 k= * "
Q
X * X *
20 i i
0
84 86 87 104 109 110 111 112 113

COMPUESTOS

Figura 77. Citotoxicidad de los analogos de BRs obtenidos como objetivos finales de sintesis contra linea celular
HT-29 (células epiteliales tumorales de colon). El grafico presenta los porcentajes de viabilidad celular después de
72 h de exposicion a cada compuesto para las concentraciones (25, 50 y 100 uM). Los resultados se presentan como

el promedio + DS. * Significancia estadistica evaluada por ANOVA a dos vias con respecto su correspondiente
control negativo con p<0.001.

Los compuestos 84, 86 y 87, de elevada actividad citotdxica contra HT-29, poseen
funcién glicol en C22-C23 y funcién hidroxilo en posicion C3, clasificando estos

compuestos como analogos trihidroxilados de BRs (Figura 78).
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920
HO™

HO"

Figura 78. Analogos de BRs que presentaron mayor actividad citotoxica frente a la linea celular HT-29.

Por ultimo, se cuantificd el efecto citotdxico de los analogos sintéticos de BRs contra

linea celular MCF7 (células epiteliales tumorales de mama). Esta linea celular sélo fue
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evaluada para los compuestos analogos de BRs obtenidos como objetivos finales de
sintesis. La linea celular MCF7 no mostrod ser tan sensible a la presencia de los analogos,
en comparacién con HT-29. En este grupo, de un total de 9 compuestos evaluados, sélo
los productos 86, 109, 110 y 112 respondieron disminuyendo la viabilidad porcentual
respecto al promedio basal. Los resultados entregados por esta linea no parecen ser
significativos para estos compuestos, debido a la elevada dispersién de los valores

obtenidos. (Figura 79)
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Figura 79. Citotoxicidad de los analogos de BRs obtenidos como objetivos finales de sintesis contra linea celular
MCF7 (células epiteliales tumorales de pecho). El grafico presenta los porcentajes de viabilidad celular después de
72 h de exposicion a cada compuesto para las concentraciones (253, 50 y 100 uM). Los resultados se presentan como

el promedio = DS. * Significancia estadistica evaluada por ANOVA a dos vias con respecto su correspondiente
control negativo con p<0.001.

A partir de los valores de citotoxicidad de los compuestos, se procedid a calcular la
concentracion ICso respecto a las distintas lineas celulares evaluadas (Tabla 15). Es
necesaria la evaluacién a 3 o mas concentraciones para obtener una regresidn sigmoidal
gue entregue un ICsp coherente, por ello, este calculo se realizd sélo para las moléculas
objetivos finales de sintesis, ya que las moléculas intermediarias fueron evaluadas para
concentraciones (50 y 100 uM). Por otro lado, el calculo de ICso limitado a la evaluacién

de 3 concentraciones entrega sélo un valor estimado.
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Tabla 15. Valores de I1Cso (uM) estimado e indice de selectividad de los andlogos de BRs obtenidos como
objetivos finales de sintesis contra las distintas lineas celulares estudiadas.

N© CoN PC-3 HT-29 MCF7
Compuesto ICs0(uM) ICso (uM) indice ICso (uM) indice ICso (uM) indice
+DS +DS selectividad +DS selectividad +DS selectividad

84 - 91,9+12,1 - 21,4+10,8 - - -
86 >100 >100 0,8 50,5+7,7 2,1 - -
87 >100 >100 0,7 335+2,1 4,8 - -
104 64,2+ 6,4 - - - - - -
109 - >100 - >100 - >100 -
110 - - - - - - -
111 - - - >100 - - -
112 89,3+5,1 38,6+9,2 2,3 83,3+2,3 1,1 - -
113 75,2 +3,7 96,3+5,7 0,8 67,9+9,9 1,1 - -

El indice de selectividad fue calculado sélo para los compuestos que presentaron concentraciones de I1Cso
validas (R > 0,9).

Respecto a la linea celular control, sélo los compuestos 86, 87, 104, 112 y 113
entregaron valores de ICso validos (linealidad de regresion con R > 0,9), y de estos
compuestos, s6lo 104, 112 y 113 entregaron concentraciones de ICso menores a 100 uM
(interpolables en la regresién). La no validez de los valores ICso para los compuestos 84,
109, 110 y 111 es importante, ya que impide calcular indice de selectividad de estos

compuestos.
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Para la linea celular PC-3, los compuestos 84, 112 y 113 entregaron concentraciones
vdlidas, destacando el compuesto 112 que entregd un valor de ICso de 38,6 uM. Para la
linea celular HT-29, los compuestos 84, 86, 87, 112 y 113 entregaron concentraciones
vdlidas, destacando los compuestos 84 y 87 con valores de ICso de 21,4 uM y 33,5 uM,
respectivamente. La linea MCF7 no entregd ningun valor de ICso valido, salvo el
compuesto 109 con una concentraciéon >100 uM.

Analizando el indice de selectividad de cada una de estas lineas, sélo 112 frente a PC-3,
86, 87, 112 y 113 frente a HT-29 mostraron ser mas selectivos para su respectiva linea
celular tumoral.

Si observamos los 4 compuestos de mayor selectividad frente a HT-29 (Figura 80), se
puede destacar una elevada analogia estructural. La presencia de una funcidén lactona
en el anillo B y la presencia de funciones oxigenadas (hidroxilo o acetiladas) en C3, C22
y C23 parecen ser claves para la selectividad del compuesto respecto a la linea celular
control, lo que es importante para validar la hipdtesis de esta investigacion.
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Figura 80. Analogos de BRs que presentaron mayor selectividad frente a linea tumoral HT-29.

En general, la bibliografia sobre los efectos de analogos de BRs sobre lineas celulares
cancerigenas es escasa, y en la mayoria de los casos, los compuestos analizados son
brasinélido (BL) (1), 24-epi-brasindlido (24epiBL) (2), 28-homo-castaterona (28homoCS)
(6) y 24-epi-castaterona (24epiCS) (Figura 81) y sus derivados conjugados [51], [126]. Si
bien se ha reportado el efecto de estos compuestos sobre la viabilidad de lineas
celulares de diversos origenes histopatoldgicos.

Swaczynova et al. [126] analizaron el efecto citotdxico de la aplicacién de los

compuestos BL, 24epiBL y 24epiCS, frente a la linea celular MCF7. Para todas estas
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moléculas el valor de ICso mostré ser mayor al rango de concentracion analizado (50
uM), por tanto, no fue reportado como valor especifico. Este ensayo cuantifico

viabilidad celular mediante el test de calceina.

BL 24epiBL 28homoCS 24epiCS

Figura 81. Estructura del brasindlido (BL), y los analogos 24-epi-brasinolido (24epiBL), 28-homo-castaterona
(28homoCS) (6) y 24-epi-castaterona (24epiCS).

Por otro lado, Malikova et al. [51] reportaron el efecto de 28homoCS y 24epiBL frente a
la misma linea celular, entregando valores de ICso de 40 uM y 60 UM, respectivamente,
pero sin entregar indices de selectividad respecto al control células normales de
fibroblastos. Si bien, tanto 24epiBL como 24epiCS son andlogos de BRs, poseen
diferencias estructurales significativas respeto a los analogos utilizados en esta
investigacion, lo que podria explicar, en parte, la marcada diferencia entre los resultados
obtenidos y los reportados en bibliografia. Por otra parte, se esperaria que los valores
de ICso en lineas celulares sensibles a hormonas esteroidales sean menores a los
entregados por lineas celulares insensibles, pero esto no siempre se corresponde.

En el estudio de Steigerova et al. [129] el efecto citotdxico de andlogos de BRs (24epiBL
y 28homoCS) frente a lineas celulares de mismo origen histopatolégico, pero con
respuesta distinta a hormona estrégeno: MCF7 [(+) ER-a] y MDA-MB-468 [(-) ER-a]
entregd valores inversos a los esperados. En este estudio, el compuesto 28homoCS
obtuvo un valor de ICso de 13,7 uM para MCF7 (linea celular hormono-dependiente),
mientras que para la linea MDA-MD-468 (linea celular tumoral no hormono-depeniente)

se obtuvo un valor de 4,3 uM.
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En general, los compuestos no mostraron tendencias claras respecto a su actividad
citotoxica que permitan realizar una relacidon estructura-actividad evidente, pero los
compuestos que entregaron los mejores resultados, 112 (PC-3) y 86, 87, 112, 113 (HT-
29), poseen estructuras con cadena lateral del tipo 24-nor, con C22(S) y C23
dihidroxilados, funcion 3a-monohidroxilado en anillo A, funcién 6-oxo-7-oxalactona o 7-
oxo-6-oxalactona en anillo B y con fusion de anillos A/B de tipo trans, lo que es
importante para validar la hipdtesis de esta investigacidon. Se destaca el efecto de los
compuestos evaluados contra la linea celular TH-29, la cual mostré mayor sensibilidad y

cierta tendencia estructural en los compuestos activos.
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CAPITULO 5 - Conclusiones
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Del trabajo realizado en esta tesis, se obtienen las siguientes conclusiones:

1. Mediante diferentes rutas de sintesis, se obtuvo un total de 25 andlogos de

brasinoesteroides (Figura 82).

CO,CH, J CO,CH, J CO,CHs ' CO,CH,
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“_OAc

AcO™ AcO™

Figura 82. Totalidad de los compuestos sintetizados en esta tesis. En el recuadro se destacan los 3
compuestos andlogos objetivos sintetizados.
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2. De un total de 6 compuestos planteados como objetivos de esta tesis: andlogos con
estereoquimica C22(S) (84, 86, 87) y andlogos con estereoquimica C22(R) (85, 88 y
89), sélo se logro sintetizar la serie de analogos C22(S) (Figura 82), debido a que no
fue posible separar la mezcla de epdxidos 106 y 107 por los métodos convencionales
de purificacidon disponibles en esta investigacién. La separacion de la mezcla de
epoxidos era el paso clave para la obtencidn de los precursores sintéticos de la serie
C22(R). La serie C22(S) se obtuvo por sintesis directa, usando la hidroxilacién de

Upjohn.

3. De los compuestos objetivos de esta tesis, se sintetizé el compuesto triol 3a, 228,
23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-ona (84) con un rendimiento global de 16,9%,
ademds de los andlogos lactonas 3a, 22S, 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-7-
oxalactona (86) y 3a, 22S, 23-trihidroxi-24-nor-5a-colan-6-oxalactona (87) con

rendimientos globales de 5,1% y 1,9%, respectivamente.

4. En algunas de las reacciones se obtuvieron los productos principales y productos
secundarios, sin embargo, utilizando técnicas de separacidn por CC, con eluciones
isocraticas y por gradiente de polaridades, se aislé casi la totalidad de los productos
obtenidos. Todos los productos finales e intermedios de sintesis se caracterizaron
mediante el uso de técnicas espectroscépicas, tales como *H RMN, 3C RMN, 13C

DEPT-135, 2D-HSQCy 2D-HMBC, IR y EMAR.

5. Se obtuvo el nuevo andlogo benzoilado 110, el cual no estaba planteado en los
objetivos iniciales de esta investigacion. El nuevo andlogo no ha sido reportado. La
estereoquimica absoluta en C22(S) de este analogo fue determinada mediante el uso
de cristalografia de Rayos X, y por ende se extrapold a todos los andlogos de la serie

en C22(S).
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6. De un total de 14 compuestos evaluados en su actividad antifungica, los andlogos 84
y 112 poseen una alta actividad contra Botrytis cinerea (2 95 % de inhibicion a 100y
150 ppm), lo cual podria disminuir el estrés bidtico de distintos cultivos atacados por
la presencia de este patdgeno. De estos compuestos, el andlogo 84 cumple la
hipdtesis planteada por esta investigacidn (1 de los 3 sintetizados), ya que el analogo
84, con cadena lateral del tipo 24-nor, con C22(S) y C23 dihidroxilados, funcién 3a-
monohidroxilado en anillo A, funcién 6-oxo-7-oxalactona en anillo B y con fusién de
anillos A/B de tipo trans, es capaz de inhibir el crecimiento micelial del hongo

Botrytis cinerea.

7. Si bien, no fue una evaluacién planteada en los objetivos iniciales de esta tesis, se
cuantifico la actividad promotora de elongacion celular vegetal mediante el test RLIT
de inclinacién de ldmina de arroz (Oryza sativa cv. Zafiro), y se asume en la hipétesis
como parametro de actividad bioldgica asociada a la estructura. De un total de 7
compuestos evaluados, se demostrd que los andlogos 84, 111 y 112 promueven la
elongacion celular vegetal. De estos compuestos, el andlogo 84 cumple la hipétesis
planteada por esta investigacion (1 de los 3 sintetizados), ya que el analogo 84, con
cadena lateral del tipo 24-nor, con C22(S) y C23 dihidroxilados, funciéon 3a-
monohidroxilado en anillo A, funcién 6-oxo en anillo B y con fusion de anillos A/B de

tipo trans, es capaz de promover la elongacion celular vegetal.

8. Se evalud la actividad citotoxica de 18 de los analogos sintéticos contra la linea
celular tumorales PC-3, utilizando la linea celular no tumoral CoN como control. Los
compuestos 84, 112 y 113 entregaron valores de ICso < 100 puM, y de ellos sélo 112
destaca con valor de ICso = 38,6 uM. En indice de selectividad, sélo 112 mostré ser
mayoritariamente citotdxico contra la linea tumoral, con un indice de selectividad

de 2,313. Asi, el andlogo 84 cumple la hipdtesis planteada por esta investigacién (1
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de los 3 sintetizados), ya que el andlogo 84, con cadena lateral del tipo 24-nor, con
C22(S) y C23 dihidroxilados, funcién 3a-monohidroxilado en anillo A, funcién 6-oxo-

en anillo B y con fusion de anillos A/B de tipo trans.

Se evalud la actividad citotoxica de 18 de los analogos sintéticos contra la linea
celular tumorales HT-29, utilizando la linea celular no tumoral CoN como control. Los
andlogos 84, 86, 87 destacaron con valores de I1Cso de 21,4 uM, 50,5 uM vy 33,5 uM,
respectivamente. En indice de selectividad, los analogos 86 y 87 mostraron ser
mayoritariamente citotdxicos contra la linea tumoral, con un indice de selectividad
de 2,099y 4,801, respectivamente. Asi, ambos analogos cumplen la hipétesis, ya que
poseen el requerimiento estructural planteado, con cadena lateral del tipo 24-nor,
con C22(S) y C23 dihidroxilados, funcién 3a-monohidroxilado en anillo A, funcién 6-
oxo-7-oxalactona y 7-oxo-6-oxalactona en anillo B y fusion de anillos A/B de tipo

trans.
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A. Espectroscopia RMN
Espectroscopia RMN de los compuestos: 84, 86, 87, 95, 97, 98, 104,
109, 110, 111, 112y 113.

A.1. Espectroscopia *H RMN, *C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC
y 2D-HMBC del compuesto 3a, 22S, 23-trihidroxi-24-nor-5a-
colan-6-ona (84)
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A.2. Espectroscopia 'H RMN, 3C RMN, 3C RMN DEPT-135, 2D-HSQC
y 2D-HMBC del compuesto 3a, 22S, 23-trihidroxi-24-nor-5a-
colan-7-oxalactona (86)
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A.3. Espectroscopia 'H RMN, 3C RMN, 3C RMN DEPT-135, 2D-HSQC
y 2D-HMBC del compuesto 3a, 22S, 23-trihidroxi-24-nor-5a-
colan-7-oxo-6-oxalactona (87)
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A.4. Espectroscopia 'H RMN, 3C RMN del compuesto 3,6-dioxo-5B-
colan-24-oato de metilo (95)
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A.5. Espectroscopia 'H RMN, *3C RMN del compuesto 3a-hidroxi-6-
oxo-5B-colan-24-oato de metilo (97)
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A.6. Espectroscopia 'H RMN, *3C RMN del compuesto 3a-hidroxi-6-
oxo-5a-colan-24-oato de metilo (98)
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A.7. Espectroscopia 'H RMN, 3C RMN del compuesto 3a-acetoxi-24-

nor-5a-22-colen-6-ona (104)
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A.8. Espectroscopia 'H RMN, 3C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC
y 2D-HMBC del compuesto 22S, 23-dihidroxi-3a-acetoxi-24-
nor-5a-colan-6-ona (109)
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A.9. Espectroscopia 'H RMN, 3C RMN, 3C RMN DEPT-135, 2D-
HSQC y 2D-HMBC del compuesto 23-benzoiloxi-22S-hidroxi-
3a-acetoxi-24-nor-5a-colan-6-ona (110)
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A.10. Espectroscopia *H RMN, 3C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC
y 2D-HMBC del compuesto 3a, 225, 23-triacetoxi-24-nor-5f3-
colan-6-ona (111)
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A.11.

Espectroscopia 'H RMN, 3C RMN, '3C RMN DEPT-135, 2D-
HSQC y 2D-HMBC del compuesto 3a, 225, 23-triacetoxi-24-
nor-5a-colan-6-oxo-7-oxalactona (112)
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A.12. Espectroscopia 'H RMN, 3C RMN, *3C RMN DEPT-135, 2D-

HSQC y 2D-HMBC del compuesto 3a, 225, 23-triacetoxi-24-
nor-5a-colan-7-oxo-6-oxalactona (113)
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B. Espectrometria de masas

B.1.

24-nor-5a-colan-6-ona (84)
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B.3. Espectrometria de masas del compuesto 3a, 225, 23-trihidroxi-
24-nor-5a-colan-7-oxo-6-oxalactona (87)
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B.4. Espectrometria de masas del compuesto 3a-acetoxi-24-nor-5a-
22-colen-6-ona (104)
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B.5. Espectrometria de masas del compuesto 225, 23-dihidroxi-3a-
acetoxi-24-nor-5a-colan-6-ona (109)
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B.6. Espectrometria de masas del compuesto 23-benzoiloxi-225-
hidroxi-3a-acetoxi-24-nor-5a-colan-6-ona (110)

Di\Tunes\2017\Mayo\08.05.17\Benzoilado 05/08/17 09

Benzoilado #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 2.57E7
T: FTMS + p ESI Full ms [424.0000-624.0000]
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B.7. Espectrometria de masas del compuesto 3a, 225, 23-triacetoxi-
24-nor-5B-colan-6-ona (111)

Di\Tunes\2017\Mayo\08.05.17\Triacetilado 05/08/17 10

Triacetilado #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 7.47E6
FTMS + p ESI Full ms [405.0000-605.0000]

5053134

6500000

6000000

5500000

5063168

503.2980
5073197

— 519.2927
— 521.3083

T T T
490 492 494 496 a98 500 502 504 506 508 510 512 514 516 s18 520 522
miz

B.8. Espectrometria de masas del compuesto 3a, 225, 23-triacetoxi-
24-nor-5a-colan-6-oxo-7-oxalactona (112)

DATunes\..\Triacetilado lactona 7 05/08/17 09

Triacetilado lactona 7 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 4.95E7
T: FTMS + p ESI Full ms [421.0000-621.0000]
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B.9. Espectrometria de masas del compuesto 3a, 225, 23-triacetoxi-
24-nor-5a-colan-7-oxo-6-oxalactona (113)

DiTunes\..\Triacetilado lactona-6 05/08/17 09

Triacetilado lactona-6 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 6.57E6
T: FTMS + p ESI Full ms [420.0000-620.0000]
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C. Imagenes del ensayo de inhibicion micelial de Botrytis cinerea
in vitro (compuestos mas activos)

i Concentracion del compuesto (ppm)
Compuesto = Estructura de los analogos

(Codigo) de BRs

50 100 150

BL

84

112

Control (+)

Control (-)

Registro visual del efecto de la aplicacion de los compuestos: brasindlido, 84 y 112 sobre la propagacion del hongo Botrytis
cinerea in vitro. Para la cuantificacion se utilizo el antifingico Captan como control (+).
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Doctorado conjunto en Ciencias, mencion Quimica

D. Imagenes del test de inclinacion de la lamina de arroz (RLIT)

Concentracion del compuesto (M)

Compuesto = Estructura de los andlogos
Cédigo de BRs
( go) 1x10°% 1x107 1x10°
OH
BL
HO,,
HOY O Brasinodlido
o (Control +)
7, \OH
84
HO™
86
HOY
87
HO™
109

AcO™
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Universidad Técnica Federico Santa Maria - Universidad de Valparaiso

| o
OAc
111
AcO™
112
AcO™
113

Control (-)

Registro visual del efecto de la aplicacion de los compuestos: 84, 86, 87, 109, 111, 112 y 113 en el test RLIT, 72 h después
de la exposicion. Para la cuantificacion se utilizd brasinélido como control (+).
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E. Evaluacion de actividad la citotéxica de andlogos de BRs
sintetizados frente a linea celular no tumoral CoN

(% de viabilidad celular)

Concentracion del compuesto (uM)

Compuesto Estructura de los analogos
(Codigo) de BRs
25 50 100
CO,H
53 110,5+8,3 95,9+5,1
HOY ;
OH
84 100,9 + 16,2 99,4+6,1 88,6+5,8
HO"
86 88,4+4,3 62,3+18,7 51,5+2,4
HO"
87 72,8 +13,3 69,7 £ 16,2 60,1+31,6
HO"
CO,CHj,
0 46,2+ 7,4 15,9+ 14,5
HOY
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95 72,710 33+1,3
CO,CH;
96 64,6 £ 29,1 37,8+4,7
H3CO
H3;CO H
(o]
CO,CH4
97 73,8 £36,9 53,1+28,8
HOY :
o]
98 102,6 £ 22,5 59,5+ 10,9
HOY
I CO,CH,4
100 100,5+9,2 48,6 £ 16,8
102 103,1+2,6 82,8+2

HOY
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COLH

103 92,8 £14,8 43,1+ 15,6
AcO™
104 78,7 +14,3 57,7 +£12,8 38,2+3,3
AcO™
109 94,3+6,1 92,1+9,4 88,4+ 24,4
AcO™
110 118 +12,2 101,8+22,2 @ 108,7+10,9
AcO"
9Ac
OAc
111 99,2+7,5 99,4+ 8,6 92,1 +18,8
AcO™
OAc
~__OAc
112 81,2+11,3 78,6 +21,6 419+3,9
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OAc

OAc
113 87,1+12,6 69,1+6,6 32,1+0,4

AcO"

En la tabla se presentan los porcentajes de viabilidad celular después de 72 h de exposicidn a cada compuesto para
las concentraciones: 25 uM, 50 uM y 100 uM. Los valores corresponden al promedio + DS.
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F. Evaluaciéon de actividad la citotoxica de andlogos de BRs
sintetizados frente a linea celular tumoral PC-3
(% de viabilidad celular)

Concentracion del compuesto (uM)

Compuesto Estructura de los analogos
(Codigo) de BRs
25 50 100
’ CO,H
53 106,1+17,3 113,8%8,3
HO" ;
OH
84 82,3 +16,7 61,7+12,8 49,3+3,3
HO"
86 74,2 + 27,7 64,3 +23,9 58 +18,3
HO"
87 88,6 +12,3 88,7+1,3 74,3+6,3
HO"
CO,CH,4
90 67,5+42,6 12,2 +£3,7
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CO,CH;,

95 83 +31,8 57,3 +46,8
(0]
H
(6]
CO,CH3;
96 439+0,7 63,2+36,1
H3CO
H3;CO H
CO,CH,4
97 88,9+12,4 55,5+5,4
HOY
Ho
98 98,8+ 14 78,3+2,7
100 90,7+19,4 65,4 + 25,5
102 99,9+ 18,3 91,3+7,8

HOY
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CO,H

103 86,3+6,5 37,8+7,8
AcO"
104 110,3+9,3 99,4+0,9 97,3+ 25,5
AcO"
109 65,2+11,5 57,3+£11,8 52,5+11,9
110 87,1+2,6 78,1+12,6 89,1+6,5
AcO™
:OAC
OAc
111 71,3+7,9 48,3+22,6 72+7,3
AcO"

OAc

__OAc
112 63,8+11,3 41,3+17,3 18,3+4,6
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OAc

OAc
113 82,9+10,9 79,3143 47,3+19,1

AcO"

En la tabla se presentan los porcentajes de viabilidad celular después de 72 h de exposicién a cada compuesto para
las concentraciones: 25 uM, 50 uM'y 100 uM. Los valores corresponden al promedio + DS.
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G. Evaluacidon de actividad la citotéxica de andlogos de BRs
sintetizados frente a linea celular tumoral HT-29
(% de viabilidad celular)

Concentracion del compuesto (uM)

Compuesto Estructura de los analogos
(Codigo) de BRs
25 50 100
CO,H
53 90,8 +12 77,5+ 12
HOY ;
OH
84 409+1,9 38,3+5,5 18,3+0,7
HO"
86 62,3+8,8 55,1+1,4 27,3+6,4
HO"
87 55,1+12,6 42,3+10,6 20,2 +18
HO"
CO,CHj,
90 369+7,3 8+1,3
HOY
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CO,CH;

95 82,2+6,3 85,4+5,7
o
H
o}
CO,CH3
96 92,7+12,2 88,1+14,8
H3CO
H;CO H
’ CO,CH4
97 53,4+11 29,9+13,2
HOY :
o}
CO,CH,4
98 77,3+8,5 79,1+4,6
HO"
’ CO,CHjg
100 71,6 £6,7 68,4+4,4
102 95,8+ 6,5 82,4+1,6

HO"
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CO,H

103 102,7 £ 2,3 68,5+11,8
AcO"
104 100,9+10,8 101,1+11,8 108,3+11,4
AcO™
109 99,5+6,3 88,4+12,2 65,9+2,2
AcO"
110 105,3+7,2 110,9+12,3 99,7 +10,9
AcO™
_QAc
OAc
111 88,3+1,1 71,3+5,9 55,5+2,8
AcO™
OAc
~__OAc
112 87,3+8,1 79,3+4,4 33,8+£12,8
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OAc

OAc
113 749129 69,2+10,8 25,4 +18,8

AcO"

En la tabla se presentan los porcentajes de viabilidad celular después de 72 h de exposicién a cada compuesto para
las concentraciones: 25 uM, 50 uM y 100 uM. Los valores corresponden al promedio + DS.
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H. Evaluacion de actividad la citotoxica de analogos de BRs
sintetizados frente a linea celular tumoral MCF7

(% de viabilidad celular)

Concentracion del compuesto (uM)

Compuesto Estructura de los analogos
Cadigo
(Codigo) 25 50 100
84 66,8 + 28,3 72,9 +46,3 96,2 +10,3
86 73,3+12,6 73,4 £ 20,3 68,2%+7,2
HO"
87 100,9+11,6 91,2+36,7 92,5+14,4
104 98,3+2,9 110,6 £ 13,1 91,3116
AcO™
109 72,5 +23,8 68,1+27,9 62,4+8,4

AcO™
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110 76,2+1,2 52,3+15,3 72,3+£26,3
AcO"
:OAc
OAc
111 99,4 +19,7 105,3+0,4 91,3+5,3
AcO™

OAc

~_OAc
112 74,3 +17 68,2 +£10,9 74,5+ 25,4

AcO"

OAc

~_OAc
113 86,4 +2,8 94,3+11,8 101,8 £ 16,2

AcO"

En la tabla se presentan los porcentajes de viabilidad celular después de 72 h de exposicion a cada compuesto para
las concentraciones: 25 uM, 50 uM y 100 uM. Los valores corresponden al promedio + DS.
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