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Síntesis de Análogos de Castasterona y Ensayos de su Actividad
Biológica.

Los brassinosteroides son un nuevo tipo de hormonas vegetales dueñas de una

poderosa actividad promotora del crecimiento, aún a muy bajas concentraciones. Desde el

descubrimiento del brassinólido y la castasterona se han realizado denodados esfiJerzos

para conocer más profundamente este nuevo tipo de fitohormonas, en areas tales como el

desarrollo de estudios analíticos, la química, la bioquímica la fisiología y el modo de

acción molecular. Por otro lado, se han encontrado un gran número de otros análogos

extraídos de fuentes naturales que se han intentado obtener por síntesis química, así

también como diferentes análogos no naturales.

Nosotros desarrollamos la sintesis de diferentes análogos de castasterona y sus

correspondientes 22(S),23(S)-isómeros con diferentes modificaciones en los anillos A y B.

Además, estudiamos-el nivel de bioactividad de estos compuestos utilizando el ensayo de

la inclinación de la lámina de arroz sobre la variedad de arroz local Chui en presencia y

ausencia de luz. Con los resultados obtenidos en este ensayo establecimos un orden de

bioactividad creciente para estos compuestos.

Castasterona

Palabras clave: Brassinosteroides, Brassinólido, Bioactividad, Castasterona,

Phytohormonas, Sintesis de factores de crecimiento vegetal.



Synthesis and BiologicalActivity of Castasterone Analogues.

Brassinosteroids represent a new class of plant growth regulators that exhibit

powerful plant growth-stunulating-activity at very low concentrations. Since the discovery

of brassinolide and castasterone many efl'orts have been made in differents areas such as

analytical studies, Chemistry, biochemistry, physiology and molecular action in order to

broaden the knowledge of this kind of phytohormone. Besides, many efl'orts have been

made to discover new brassinosteroids, to synthetize native members and synthetic

analogues, and to get deeper insight in the mode of action of such compounds.

We have carried out a convenient synthesis of difi‘erentanalogues of castasterone

and their corresponding 22(S),23(S) isomers with different modifications on A and B

rings. We also have studied the level of bioactivity of these compounds by means of a

modificated rice-lamina inclination test with local variety of seedlings, in presence and

absence of light. Finaly, with this data, we establish an order of biological activity for

those compounds.

Brassinolide

Keywords: Brassinosteroids, Brassinolide, Bioactivity, Castasterone, Phytohormones,

Synthesis of plant growth promoting factors.
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Los objetivos generales del presente trabajo de tesis fueron:

a) La obtención de brassinosteroides por modificación química de esteroides
relacionados.

b) Evaluación de la bioactividad de los brassinosteroides sintetizados.

El logro de los objetivos generales demandó la planificación de las siguientes

estrategias:

a) Síntesis de (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona

(12), brassinosteroide denominado comúnmente 24(S)-homoetilcastasterona, y una serie

Sa-hidrogenada de cinco compuestos análogos a partir de estigmasterol (136).

b) Síntesis de (22R,23R,24S)—24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6­

ona (163), y una serie Sa-hidroxilada de cinco compuestos análogos, a partir de

estigmasterol (136).

c) Puesta a punto del ensayo de la inclinación de la lámina de arroz (ILA) y

evaluación de la actividad biológica de los doce brassinosteroides sintetizados.

La estructura de los compuestos sintetizados se resume en la siguiente figura:

OH

OH

RI

R2 ás

¡2: Rl = a-OH R2 = a-OH R3 = H 22(R),B(R)

55: Rl = a-OH R2 = a-OH R3 = H 22(8),B(S)

159: R, = H R2 = B-Br R3 = H 22(R),23(R)

160: R. = H R2 = B-Br R3 - H 22(8),23(S)

161: R¡ = H R2 = B-AcO R3 = H 22(R).?J(R)

162: R] ' H R2‘ B-AOO R3 ' H 22(8),”(8)

163: R| - a-OH R2- a-OH R3- OH 22(R),23(R)

164: Rl = a-OH R2=a-OH R, = OH 22(sm(3)

165: R¡ - H R2- B-Br R3- OH musa)

166: R¡ = H R2 - D-Br R3 - OH 22(8).73(S)

167: R| = H R2 - B-AeO R3 - OH 22(R),23(R)

168: R¡ - H R2- p-Aoo R3- OH 22(8),B(S)
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1.1. INTRODUCCION.

Tanto la ingenieria genética como la utilización de reguladores de crecimiento

vegetal representan importantes tecnologías asociadas a la agricultura para el aumento de

la producción de cosechas, el mejoramiento de la calidad y facilidad de recolección de

frutos y la optimización del uso de recursos limitados.

En 1979 se informó sobre la existencia de una nueva sustancia reguladora del

crecimiento vegetal de origen natural], extraída de polen de nabo silvestre (Brassica

napus L.), denominada brassinólido (l) (BR) con estructura de lactona esteroidal

polihidroxilada. A partir de ese momento, se aislaron de fiientes vegetales, otros análogos

estructurales“, lo cual indicaba la ubicuidad de este tipo de compuestos llamados

brassinosteroides (BRST).

Los estudios de los efectos de los BRST sobre el crecimiento vegetal4 sugerian

que estos compuestos podrian actuar independientemente de otras hormonas vegetales

endógenas (auxinas, giberelinas, citokininas, ácido abcísico y etileno)5'12. Recientemente,

ha sido confirmado que los brassinosteroides son hormonas esteroidales vegetales que

intervienen en el control del crecimiento de plantas superiores en procesos regulados por
luzl3.

Se ha informado, también, acerca de promison'os resultados al evaluar la acción de

los BRST como mejoradores del rendimiento y calidad de cosechas de distintos tipos de

plantas, así como del aumento de su tolerancia al estrés causado por fn’o, salinidad,

sequedad y efectos secundarios de herbicidas“. Los resultados obtenidos en experiencias

llevadas a cabo en campo, a gran escala, por el espacio de seis años, con

24-epibrassinólido (2) han demostrado la aplicabilidad de este esteroide para el

mejoramiento de la producción de cosechas”.

Los brassinosteroides son hormonas de crecimiento vegetal mucho más potentes

que las demás hormonas vegetales. El desarrollo de una tecnologia para adaptar el uso de

los BRST a la agricultura permitiría minimizar los riesgos asociados a los agroquímicos

por reducción de la contaminación ambiental. Las investigaciones en el campo de los

reguladores de crecimiento vegetal podrian acelerar de manera importantísima su

aplicación.

Debido a que los BRST existen en los tejidos vegetales en íntimas cantidades, la

necesidad de contar con mayores cantidades para realizar estudios sobre sus efectos en el

crecimiento vegetal y evaluarlos en diferentes tipos de cosechas, ha convertido la síntesis

química de este tipo de compuestos en un area de intensa actividadz’ló.
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En este capítulo se resumirá el estado actual de las investigaciones sobre los BRST

en distintas áreas como biosíntesis y metabolismo, bioactividad, efectos moleculares y

fisiológicos, sintesis química y aplicaciones en la agricultura.

1.2. ANTECEDENTES.

El proceso de reconstrucción mundial y la necesidad de proveer, a la creciente

población, de alimentos en cantidad y precios accesibles luego de la Segunda Guerra

Mundial, le dio a la industria agroquímica el impulso para un importante desarrollo en los

años posteriores. Las investigaciones en ese campo llevaron a contar, hacia mediados de la

década del '50, con distintas sustancias -auxinas, giberelinas, citokininas y etileno-- que

inducían distintas respuestas deseables en los cultivos, a concentraciones en las cuales no

resultaban ser tóxicas y sin dejar residuo alguno. Por ejemplo, el ácido 3-indolacético

(AIA), una auxina, se utilizaba para estimular el enraizamiento de transplantes y el ácido

giberélico (GA3), una giberelina, incrementaba el rendimiento de ciertas cosechas como la

vid. Esto llevó, en la década del '50, a que varios grupos de investigación se dedicaran a

buscar otros compuestos reguladores del crecimiento vegetal. La búsqueda se focalizó,

principalmente, en los órganos vegetales encargados del crecimiento tales como semillas y

polen.

J. W. Mitchell, cientifico integrante del Departamento de Agricultura de los

EE.UU., se interesó en detectar hormonas vegetales y sustancias reguladoras del

crecimiento vegetal en extractos de polen17 y semillas”. Mitchell creía que como esos

tejidos tenian gran capacidad de crecimiento, era muy probable que en ellos estuvieran las

hormonas o factores específicos que estimularan dicho proceso. Para lograr su cometido

buscó y desarrolló varios bioensayos para detenninar la respuesta específica a cada nueva

hormona o factor que pudiera encontrar”.

En 1970 Mitchell con un grupo de sus colaboradores, trabajando en el Beltsville

Agricultural Research Center (BARC), instituto perteneciente al USDA, aisló una fracción

extremadamente activa de un extracto etéreo de polen de nabo silvestre (Brassica napus

L.)2°. Esa fracción, denominada "Brassina", que se obtuvo purificando parcialmente un

extracto de polen por medio de sucesivas extracciones y cromatografias en capa

preparativa, se sometió al ensayo de elongación del 2° entrenudo del porotol9, en el cual

mostró una inusual respuesta consistente en alargamiento, curvatura e hinchazón.

Este particular tipo de respuesta, unido a que se trataba de un compuesto distinto a

otros anteriormente hallados, y que causaba efecto en cantidades infimas, llevó a Mitchell
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a anunciar que se había encontrado un nuevo grupo de fitohormonas. En su artículo del

año 197020 informó sobre el marcado efecto que producían estas hormonas sobre la

estimulación del crecimiento en el segundo, tercer y cuarto entrenudo del poroto y

enfatizó su tan particular respuesta histológica distinta a la producida por el ácido

giberélico.

Entusiasmado por los resultados, empezó un estudio de extractos de polen de

diferentes plantas buscando actividad similar, hallándose el mismo tipo de respuesta en

muchos casoszmz. En la Tabla l.l se pueden observar algunas de las fuentes

investigadas.

Tabla 1.1. Vegetales productores de polen cuyos extractos mostraron actividad en el

ensayo de elongación del 2° entrenudo del poroto.

Especie Nombre común

Aescules hippocastanum L. Castaña

Alnus glutinosa L. Alisio europeo

Sinapis arvensis L. Mostaza

Brassica napus L. Nabo silvestre

Carduus nutans L. Cardo colgante

Crataegus sp. Espino

Echium vulgare L. Lengua de buey

Pyrus communis L. Pera

Robinia Pseudoacacia L. Algarrobo negro

Rhus sp. Zumaque
Secale cereal L. Centeno

Sisymbn‘umin'o L. Jaramago de Londres
Thea sinensis L. Té

TWha sp. Espadaña

Almas sp. Olmo

Zea mayz Maíz

A partir de ese momento se empezaron a investigar las propiedades fisiológicas de

las brassinas. Se demostró, por ejemplo, que el tipo de respuesta que inducían se debía a
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que producían un aumento del alargamiento y división celulares, causando un marcado

cambio en la anatomía vascular de las hojas”.

En 1972 Mitchell y Gregory24 demostraron que las brassinas podían mejorar el

rendimiento y la eficiencia de las cosechas, y el vigor de las semillas, proveyendo un

posible método de control hormonal de la fertilización.

En 1973 Milborrow formuló criticas a los trabajos mencionados, centradas

principalmente en que las brassinas no eran una fracción pura y que no se conocia

realmente el componente activo ni su estructura”.

Mitchell se retiró del USDA en 1974, pero previamente sentó las bases de un gran

proyecto multidisciplinario para intentar aislar, purificar y dilucidar la estructura del ó de

los compuestos activos de las brassinas. En él participaron en forma conjunta tres

institutos del USDA: el Northern Regional Research Center (NRRC), Peoria, H.; el

Eastern Regional Research Center (ERRC), Philadelphia, PA; y el Beltsville Agricultural

Research Center (BARC), Beltsville, MD.

El proyecto cubria principalmente los siguientes aspectos:

- Coordinación general: G. L. Stefl'ens y M. Jacobson (BARC).

- Extracto del polen en gran escala: M. F. Kozempel (ERRC).

- Obtención de la brassina: N. Mandava (BARC).

- Aislamiento, purificación e identificación de productos activos: M. D. Grove

(NRRC) y N. Mandava (BARC).

- Ensayos biológicos: 2° entrenudo del poroto: J. F. Worley y D W. Spaulding

(BARC).

El proyecto debió llevarse a cabo a gran escala ya que se sabía que el producto

activo era muy escaso; por ello, fue necesario conseguir gran cantidad de materia prima

que, finalmente, consistió en 227 Kg de polen de nabo silvestre colectado por abejas. Una

vez logrado ésto, el primer paso estuvo a cargo del ERRC; allí se lavó el polen con agua

para eliminar los azúcares y se liofilizó. Posteriormente, se extrajo el liofilizado con

isopropanol, se concentró y se centrifugó. De esta forma se redujeron los 227 Kg iniciales

a 16 Kg de un concentrado marrón y viscoso.

El BARC sometió el producto proveniente del ERRC redisuelto en tetracloruro de

carbono, a sucesivas extracciones con metano]. De esa forma, se obtuvieron 7,5 Kg de una

sustancia gomosa marrón oscura que se sometió a sucesivas cromatografias en columnas

de sílicagel, eluyendo con mezclas de benceno/metanol/ácido acético y

cloroformo/metanol. Finalmente, se obtuvieron 252 g de una fracción de brassina activa.
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En el NRRC, Grove sometió la brassina a una intensiva purificación consistente en

varias columnas cromatográficas de sílicagel y de fase reversa, además de cromatografia

líquida de alta resolución (CLAR). Finalmente logró obtener un producto puro, que en el

ensayo del 2° entrenudo del poroto no sólo produjo elongación, curvatura e hinchazón, sino
también división del entrenudo. Este último efecto sólo se observó a concentraciones

mayores que las aplicadas con anterioridad a la purificación de las fracciones. Grove obtuvo

23 mg de este nuevo producto, cuya concentración, en los 227 Kg de polen iniciales, era de

0,1 ppm.

La estructura del compuesto activo, denominado brassinólido (BR) (l) y

determinada totalmente por rayos X1, resultó ser (22R,23R,24S)-24-metil-22,23,2a,3a­

tetrahidroxi-B-homo-7-oxa-5a-colestan-6-ona (l), una lactona esteroidal polihidroxilada

con una fórmula empírica de C23H4306 y un peso molecular de 480.

HO

HO

HO o

BRASSINOLIDO:(22R,23R,24S)-24-metil-2a,3a,22,23-tetmhidroxi-B-homo-7-oxa-Sa-oolestan-6-ona

De esta forma, llegó a buen término un proyecto que costó al USDA más de

1.000.000 uSs y 10 años de trabajo, y estimuló el interés mundial en la materia. Los

principales interesados resultaron ser los japoneses que en el año 1968 ya se habían

encontrado, sin saberlo, con este tipo de compuestos. Ellos habían observado que las agallas

producidas en plantas por ciertos insectos resultaban ser tejidos vegetales de rápido

crecimiento, y supusieron que dicho crecimiento se debía a alguna sustancia estirnuladora

extremadamente potente. Para intentar aislar dicha sustancia trabajaron con un árbol

japonés, llamado comunmente "Isunoki" (Dysn'lium racemosum Sieb. et Zucc), ya que se

conocía que el ataque durante la primavera por un pulgón, el Neothoracaphis Yanonr's,

producía rápidamente agallas de 1-2 mm en sus hojas, que en dos o tres meses crecian hasta

aproximadamente l cm26. Las fracciones neutras, solubles en éter, de los extractos

metanólicos de las hojas mostraron potente actividad estimulante del crecimiento vegetal en

el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz”. Luego de denodados esfirerzos, lograron
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obtener tres fracciones semipurificadas que presentaron actividad, y que denominaron A1,

A2 y B. Años más tarde se encontró que estas fracciones eran mezclas de brassinólído y

otros análogos naturales”.

Los japoneses, en aquel momento, no lograron purificar esas fracciones y detuvieron

las investigaciones aduciendo que "...las cantidades aisladas resultaron ser muy pequeñas

como para continuar en este momento con la elucidación estructural por medio del análisis

espectroscópico..."29. Continuaron, sin embargo, buscando el mismo tipo de actividad en

otras fuentes vegetales obteniendo los resultados resumidos en la Tabla 1.2.

Actualmente, dado el interés que despierta la utilidad de estos compuestos en el

mejoramiento del rendimiento de las cosechas, se llevan a cabo investigaciones sobre

brassinosteroides en países como Japón, China, Alemania, EEUU, Australia, España,

Bielorrusia, Rusia y Cuba.

Tabla 1.2. Fuentes naturales, analizadas por investigadores japoneses, que mostraron

contener compuestos activos en el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz.

Especie Teji_do

Disanthus cercidifolia Hojas

Hamamelisjaponica Hojas

Corylopsis glabrescens Hojas

Pittosporum tobira Hojas

Camelia sasancua Hojas

Thea sinensis Hojas

Cocculus trilobus Hojas

Vibumum awabuki Hojas

Phaseolus vulgaris Tallo
Pisum sativus Semillas

Viciafaba Semillas
Dolichos lablab Semillas

Geycine max Semillas

Arachis hjpogaea Semillas
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1.3. DISTRIBUCION DE BRASSINOSTEROIDES EN EL REINO VEGETAL.

Las brassinas, nombre derivado del género brassica, comprenden una mezcla de

distintas sustancias parcialmente purificadas del extracto etéreo de polen de nabo silvestre

(Brassica napus L.). A partir del aislamiento, purificación y determinación estructural del

brassinólido (BR) (l), se han encontrado otros análogos de fuentes naturales, que se han

dado en llamar genéricamente brassinólidos o brassinosteroides (BRST). En las Figuras 1.1,

1.2, 1.3 y 1.4 se presentan todos aquellos BRST aislados de fuentes naturales hasta el

momento, clasificados según la estructura del anillo B --cetónica, lactónica o desoxigenadan

y presencia de conjugación con hidratos de carbono respectivamente.

CH OH OH

l-D ¡D ID

H) I-D ¡D

1 2 3

OH OH OH

H) H) ¡D

l-D" o ID" o PD o

4 5 6

1) brasa'nólido (BR), 2) 24-epibrass1nálido, 3) 28-norbrassinólido. 4) dolicólido, 5) homodolicólido.

6) 24-homoelilbrassinálido.

Figura 1.1. Brassinosteroídes naturales con el anillo B lactónico.

Además del BR (l), otro de los BRST mas difundidos en el reino vegetal es la

castasterona (CS) (7), que fiie hallada por primera vez en Castanea crenata (castañas)3°,

utilizando el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz para su detección.
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7) castasterona (CS) 8) 24-epicas‘tasterona. 9) brasa-¡nana (28-norcastasterona), 10) dolicosrerona,

11) homodolicosterona, ¡2) 24-homoetilcastasterona. 13) 2-epicaslasterona, 14) 3-epicastasterona.

15) 3.24-diepicastasterona, 16) 2,3-depicastaslerona, 17) "fasterol (TY), 18) riasrerona (TE).

19) Ifi-hidroxicaslasterona, 20) 3-epi-1a-hidroricastasterona. 21) 25-men'ldolicosterona,

22) 2-epi-25-metildolicosrerona, 23) 2.3-diepi-25-metildolicosterona, 24) Z-deox'i-25-metildolicosterona,

25) 3-epi-2-deoxi-25-merildolicosterona, 26) 25-metilcastasterona.

Figura 1.2. Brassinosteroides naturales con el grupo funcional 6-ceto en el anillo B.



Capítulo l - 10

La castasterona resultó ser el primer representante natural sin el grupo lactónico en

el anillo B (ver Figura 1.2). Este hecho, unido a su gran abundancia en el reino vegetal,

llevó a los investigadores a postular que la castasterona podria ser el precursor biosintético

del brassinólido. Este punto se ampliará en la sección 1.7 del presente Capítulo (pag. 40).

Analizando semillas de Dolichos lablab, Yokota y sus colaboradores31'34 hallaron,

además de BR y CS, dos nuevos BRST de C23 con un grupo 24-exometilénico a los que

llamaron dolicólído (4) y dolicosterona (10), otros dos de C29 con un grupo 24(E)-etilidén

que denominaron homodolicólido (5) y homodolicosterona (ll) y otros dos 6­

deoxobrassinosteroides que llamaron 6-deoxocastasterona (27) y 6-deoxodolicosterona

(28). El más abundante resultó ser el dolicólido (4) con una concentración de

aproximadamente 200 ¡ig/Kg.

30 31

27) 6-deoxocaslaslerona, 28) ó-deoxodalicosterona, 29) 6-deoxahomodolicosterona. 30) 3-epi-6­

deoxodolicosterona. 31) 6-de0xo-25-men'Idolícosrerona.

Figura 1.3. Brassinosteroides naturales sin funcionalización en el anillo B.

En 1982 Takatsuto y sus colaboradores35 diseñaron una técnica de den'vatización de

BRST como metanboronatos, para posteriormente aplicar métodos de cromatografia gas

liquido (CGL) acoplada con espectrometría de masa (EM) y con técnicas de monitoreo

selectivo de iones (MSI) en la detección de este tipo de compuestos. De esta forma se hizo

más sistemática la tarea de detección e identificación, sin necesidad de aislamiento previo.

Con esta metodología se hallaron cuatro nuevos BRST: brassinona (9),
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24-homoetilcastasterona (12), 28-norbrassinólido (3) y 24-etilbrassinólido (6), en distintos

tejidos de repollo chino (Brassica campestris), té verde (Thea sinensis) y agallas de insectos

en castañas (Dystillium racemosum)36'33.

Con metodología similar, combinada con el ensayo de la inclinación de la lámina de

arroz, se pudo determinar la presencia de BRST por análisis de distintos tejidos de diferentes

fuentes naturales: BR (l), 6-deoxocastasterona (27) y brassinona (9) en agallas de insectos

de Castanea crenata37’39; CS (7) y 6-deoxocastasterona (27) en tallo, hoja y flores de la

misma planta”; BR (l), CS (7), tifasterol (TY) (17) y tiasterona (TE) (18) en hojas de Thea

sinensis23,40,4¡; BR (l), CS (7) y 24-epibrassinólido (2) en semillas y polen de Viciafaba

(porotos gruesos)42v43;BR (l) y CS (7) en Alnus glulinosa (alisio europeo)“.

32) 23-0-fi-D-glucopiranosiI-25-merildolicosterona, 33) 23-0-fi-D-glucopiranosil-2-epi-25-merildolicos­

terona.

Figura 1.4. Brassinosteroides naturales conjugados con hidratos de carbono.

En semillas de Phaseolus vulgaris (poroto), se trabajó con 136 Kg de semillas, y se

identificaron 16 nuevos BRST, cuyas estructuras fueron confirmadas por espectrometn'a de

resonancia magnética nuclear protónica (RMN-1B) a 400 MHz45'51: 2-epicastasterona (13);

3-epicastasterona (14); 2,3-diepicastasterona (16); 3,24-diepicastasterona (15);

lB-hidroxicastasterona (19); 3-epi-la-hidr01dcastasterona (20); 3 epi 6 J 4 ‘ v

(29); 25-metildolicosterona (21); 2-epi-25-metildolicosterona (22); 2,3-diepi-25­

metildolicosterona (23); 2-deoxi-25-metildolicosterona (24); 3-epi-2-deoxi-25­



Tabla1.3.Distribucióndebrassinosteroidesenelreinovegetal.

¿525mTejidoCompuestoReferencia

"yphalatifoliapolen17,18[52,55] Oryzasalivatallo7,10[53,75] Zeamayspolen7,17,]8[54] Liliumlongiflorumpolen1,7,17[55,67] Tulipagensnerienapolen17[55] Liliumeleganspolen1,7,l7,18[68] [,oliumperennepolen26[69] Brassicanapuspolenl,7[l,76] Brassicacampeslrissemillayl,3,6,7,9,12[36,38]

vaina

Raphanus.s'ativussemilla1,7,l8[61,71] Distyliumracemosumagallasy1,3,7,9[28,38]

hojas

Dolichoslab/absemillas1,4,5,7,10,ll,27,28[31-34] Viciafabasemillay1,2,7,9[42,43]

polen

Vignaradiala1,7|55|
Phaseolusvulgarissemillal,4,7,8,10,13,l4,[45-51]

16-18.20-33

Capítu



(‘itrusunshiu Uleasinensis
(,‘atharanseusroseus Pharbitispurpurea Helianthusannuus Castaneacrenata Alnusglutinosa Fagopirumesculemum Kentuckywonder DiospyrosKalgzthumb Ornithopussativus Betavulgaris Cassiatara Citrussinensis Pinus'Ihumbergii Pinussilvestris Piceasitchensis Hydrodictionreticulatum Equisatumarvense

polen hojas células cultivadas semillas polen agallas polen polen semilla semilla semilla semilla semilla polen polen región cambia] tallo colonia estróbilo

-v-v'—'v­ 1,7,17,l8 1,7,9,12,l7,18
1,7 7,9 1,7,9 l,7,9,27 1,7 1,7

4,7,27,28
7 7,8 7,8 l,7,17,18 1,7 7,17 1,7 7,17 8,12 3,7,9,10

|55| |23,33,40,41| |62| |63| |64| [30,37-39l |44| |65| |45| [28,66] |70| |72| |73| |74| |56| |53| |57| |59| |60|

¡lol-12
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metildolicosterona (25); 6 ‘ L J " ‘ (29); 6-deoxo-2S-metildolicosterona

(31); 23-0-B-D-glucopiranosil-ZS-metildolicosterona (32) y 23-O-B-D-glucopiranosil-Z-epi­

25-metildolicosterona (33). Se han encontrado, además, gran cantidad de otros análogos
naturales aún no identificados.

También se han encontrado BRST en monocotiledoneas como el caso del TY (17)

en polen de espadaña (Typha lanfolia)52, CS (7) y dolicosterona (10) en tallo de arroz

(Oriza sativa)38 y CS (7), TY (17) y TE (18) en polen de trigo (Zea mays)“, entre otros55.

Hasta el momento, también se han hallado BRST en coniferas, únicas gimnospermas

investigadas. Yokota y un grupo de sus colaboradores aislaron TY (17) del polen de pino

negro (Pinus thumbergii)56 e identificó CS (7) y TY (17) en tallos de abeto Sitka (Picea

silchensis)”. Por otro lado, Kim y colaboradores hallaron BR (l) y CS (7) en el fragmento

cambia]del pino escocés (Pinus silverstri)”.

También se encontró 24-epicastasterona (8) y 24-homoetilcastasterona (12) en

plantas inferiores como algas verdes (Hidrodyction retuculatum)”; y CS (7), brassinona (9),

28-norbrassinólido (3) y dolicosterona (10) en helechos (Equisentum arvense)6°.

En definitiva, hasta el momento, se han encontrado 33 BRST naturales de diferentes

fuentes que incluyen angiospermas (mono y dicotiledóneas), gimnospermas, algas y

helechos. Esto habla de la ubicuidad diversa de los brassinosteroides en el reino vegetal, que
se resume en la Tabla 1.3.

También se han realizado estudios que demuestran la ubicuidad de los brassinólidos

dentro de una misma planta, encontrándose como es lógico, en mayor cantidad en los tejidos

encargados de la reproducción (semillas y polen contienen aproximadamente 1-1000 ¡ig/Kg

de tejido; mientras que tallos tienen de 1-100 ng/Kg de tejido; frutas y hojas de 1-10 ng/Kg

de tejido). Estos datos coinciden con la conexión que se ha hecho entre los BRST y la

fisiología del crecimiento.

Entre todos los BRST hallados, el BR (l) y la CS (7) son considerados los más

importantes, por su amplia distribución (ver Tabla 1.3) y su potente actividad biológica.

Se ha demostrado que los BRST más activos son aquellos que poseen un

sustituyente en C-24(S)-metilo o etilo, aunque en algunos casos el sustituyente de C-24 con

configuración R puede presentar alta actividad.

Aunque todos los brassinosteroides naturales poseen un par de hidroxilos con

configuración 22(R),23(R) en la cadena lateral, sus diferencias principales corresponden a

variaciones en la sustitución del anillo A. La mayon'a, posee un par de hidroxilos en C-2 y C­

3 con configuración a, pero también existen compuestos con diferentes sustituciones con

actividad decreciente según: 2a,3a > 20,36 > 26,3(1 > 26,38. Esto sugirió que la

orientación a es esencial en ambas posiciones para que el compuesto presentara alta
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actividad biológica". Como se verá en la sección 1.5 del presente Capítulo (pag. 21), esta
conclusión es actualmente refutada.

Por otro lado, hasta el momento se han detectado cuatro BRST que llevan un sólo

hidroxilo en el anillo A (17, 18, 24 y 25), que se consideran precursores biosintéticos de los

tetrahidroxibrassinosteroides3; y otros dos que tienen tres hidroxi10sen el mismo anillo (19 y

20), que parecen ser sus catabolitos47.

Por último, se hallaron dos glucopiranosil éteres (32 y 33) cuya actividad biológica

parece depender exclusivamente de sus agliconas51.

La existencia de una amplia distribución de los BRST en el reino vegetal hace pensar

que el número de estos compuestos aumentará, en la medida en que se avance en las

investigaciones.

1.4. METODOS DE ANÁLISIS DE BRASSINOSTEROIDES.

Desde la determinación de la estructura del BR (l) y la CS (7), comenzó la búsqueda

extensiva e intensiva de otros análogos naturales en el reino vegetal. Para lograrlo, se

debieron desarrollar técnicas analíticas sensibles y específicas. Entre ellas, las más usadas

fueron los bioensayos que permitieron llevar adelante los primeros trabajos de Mitchell,

cuando bioevaluaba las brassinasl. Más recientemente, se desarrollaron técnicas de

cromatografia gas líquido/espectrometn'a de masa (CGL/EM), cromatografia de alta

resolución (CLAR) y radioinmunoanálisis (RIA), para identificar BRST sin necesidad de

aislarlos del extracto vegetal.

1.4.1. BIOENSAYOS.

Es fundamental, para llevar a cabo con éxito la detección de principios activos en

plantas, contar con ensayos biológicos sensibles y específicos.

La respuesta a los distintos ensayos depende tanto de la concentración como de la

estructura de la fitohormona estudiada. En el caso de los BRST los ensayos utilizados

fueron diseñados originalmente para auxinas, giberelinas o citokininas. Una vez encontradas

las condiciones específicas para BRST, estos bioensayos sirvieron para evaluar actividad de

análogos naturales y sintéticos, así como también para estudiar su interacción con otras
hormonas de crecimiento.

El ensayo de curvatura del primer entreme del poroto77, desarrollado

originalmente para auxinas, y basado en la curvatura inducida sobre segmentos de tallo de

plántulas de porotos parcialmente etioladas (Phasequs vulgaris), permitió encontrar
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respuesta en dosis de hasta lO ng/planta de BRST73. Por otro, lado las giberelinas no

causaron curvatura, pero si elongación79. La sensibilidad de este bioensayo se pudo

aumentar 1000 veces aplicando el esteroide en la zona apical --en lugar de la basal-- del

segmento tratado, llegando a detectarse cantidades del orden de los 0,] pmolesso.

En el ensayo de elongación del segundo entrenado del porotol9, la respuesta

consistió en una elongación, curvatura, hinchazón y división del entrenudo tratado con

niveles hormonales de 0,01 a lO tng/planta. También se obtuvo respuesta con auxinas,

giberelinas y zeatina, pero sólo el brassinosteroide produjo división del entrenudo,

convirtiendo este ensayo en específico para BRST73’31. Se introdujeron mejoras en la

sensibilidad modificando las concentraciones del CaH y el N03“ de la solución en la que se
hicieron crecer las semillassz.

Existe una serie de otros bioensayos donde BRST y auxinas presentan similar

actividad y/o actúan sinergísticamente33. También se estudió la respuesta a BRST en

ensayos específicos para giberelinas y citokininas9 observándose en el primer caso una alta

actividad en concentraciones entre 0,01 y lO M. En los ensayos para citokininas se encontró

poca o ninguna respuesta, lo cual fiie indicativo de su diferente modo de acción. A diferencia

del ácido indolacético (AlA), el ácido giberélico (GA3) no actúa sinérgicamente con los
BRST.

La velocidad de crecimiento de epicótiles de theolus aurus, también resultó

adecuada para detemiinar la actividad de BRST, y medir su interacción con GA33. Se

detectó una importante curvatura del petiolo de hojas y epicótile en el rango de

concentraciones entre 10'9 y 10'7 M, pero a valores más elevados la actividad decreció. Se

demostró, además, que los BRST y el GA3 tienen formas distintas de promover el

crecimiento, comportamiento que se asoció al efecto aditivo (no sinérgico), que se produce

cuando se aplican simultáneamente.

En el ensayo de desenrolle de hojas de trigoó, se detectó aditividad en

concentraciones del orden de los 0,5 nngl de BRST, mientras que las auxinas no presentan

actividad. El GA3 y las citokininas muestran sólo un leve efecto de desenrolle a altas
concentraciones.

Existen también ensayos donde se evaluó la actividad de los BRST en plántulas

enteras. Estos son los alargamientos de epicótile, petíolos, cotiledones y planta entera de

rábano (Rhapanus sativus) y alargamiento de tallo de tomate (Lycopersiconesculentum)“,

que fueron detectados a niveles de 0,01 ppm. Además se encontró curvatura de petíolo del

cotiledón e hipocótile a concentraciones de 0,001 ppm, donde tanto las auxinas como las

giberelinas fueron activas sólo a concentraciones de lO ppm.
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El ensayo de la inclinación de la lámina de arroz (Oryza sativa), aplicado sobre un

segmento de lámina de la hoja, es el más utilizado por su simpleza y alta sensibilidad“.

Existe una modificación de este ensayo que se realiza sobre plántulas intactas de arroz

enano“. En estos ensayos el AIA mostró efecto sólo a altas concentraciones, mientras que

el ácido absísico (ABA), el GA3 y las citokininas inhibieron la inclinación“).

En ambas versiones del bioensayo, el angulo formado entre las hojas y el tallo se usa

para evaluar cuantitativamente la actividad biológica de los BRST.

El ensayo de la inhibición del crecimiento de Ia arveja, es el único bioensayo

conocido basado en inhibición causado por BRST. Se basa en la inhibición de la elongación

de tallos de arveja etiolados, probablemente debido a la producción de etileno, mediada por

BRST. El efecto es similar al producido por AIA, y pueden detectarse concentraciones del
orden de los fmoles32.

El desarrollo de bioensayos específicos, que en conjunción con los anteriores

ayudaron a detemiinar el amplio espectro de actividades biológicas de los BRST, y la

comparación con la bioactividad de otras hormonas vegetales de crecimiento conocidas,

llevó a clasificar a los BRST como un sexto grupo de fitohormonas.

Tabla 1.4. Bioensayos mas utilizados para la detección de BRST.

Bioensayo Límite de detección‘l Referencias

Carvatura del 1° entrenado del poroto 3 x 10'10 [77,78]

Curvatara del 1° entrenado del poroto 3 x 10'13 [80]

(sensibilizado)

Elongación del 2° entrenado del 2 x 10'l 1 [78,81]

poroto
Inclinación de la lámina de arroz l x 10'13 [85]

Elongación de plántulas de rábano 8 x 10'9 [84]

Elongación de plántulas de tomate 4 x 10'9 [84]

Desenrolle de hojas de trigo 1 x 10'12 [7]

Inhibición del crecimiento de la arveja l x 10'14 L82]

‘ Concentración molar

En el Capítqu 6 (pag. 188) se detallarán los ensayos utilizados en nuestro

laboratorio para la evaluación de la bioactividad de los compuestos sintetizados.
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1.4.2. MÉTODOS MICROANALÍTICOS.

La mayor dificultad que presentaba el aislamiento y purificación de los BRST para

su posterior identificación y/o detenninación estructural, era la cantidad de tiempo

consumido y el tedioso trabajo para llevarlas a cabo, debido a la bajisima concentración

endógena en vegetales. Para salvar esta dificultad se desarrollaron distintos métodos para

identificar BRST en mezclas bioactivas parcialmente purificadas, que consistían en:

a) Convertirlos en derivados volátiles adecuados para CGL/EM37'91.

b) Derivatizarlos con un producto fluoróforo o electróforo, adecuado para ser
utilizado en CLAR92'96.

c) En los últimos años se intentó también utilizar métodos de RIA, para la
detección e identificación de BRST97v93.

Cada uno de estos me’todosse analizará brevemente a continuación.

1.4.2.1.Cromatografía gas líquido/Espectrometría de masa.

La técnica se basa en la derivatización de los BRST convirtiéndolos en productos

volátiles, aprovechando los dos pares de hidroxilos vecinales que poseen en la cadena

lateral y el anillo A. De esta forma, se preparan los bis-metanboronatos (BMB) de los

extractos bioactivos parcialmente purificados, y que se analizan por cromatografia gaseosa

acoplada a espectroscopía de masa23’35.

Los BMB son adecuados para analizar BRST y sus 6-ceto análogos, ya que las

mezclas de ellos se separan perfectamente en picos agudos absolutamente distinguibles,

utilizando columnas capilares o empacadas.

En los espectros de masa por impacto electrónico (IE) de estos bismetanboronatos,

el ión molecular de los derivados lactónicos, sólo aparece como un pico de baja

intensidad, mientras que el pico base resulta ser la ruptura entre Czo-sz. Además

aparecen otros iones producto de la ruptura de la cadena en C17-C20, C23-C24 y

C24-C25, y la ruptura del anillo B (ver Figura 1.5). Los ó-ceto análogos, además de estos

picos tienen otro ión resultante de la fisión simultánea de los enlaces C14-C15 y C13-C17,

pero no poseen la ruptura del anillo B.

La ruptura del cicloboronato no se detecta en ningún caso, excepto en los BRST

que poseen un doble enlace en 02423,37.

En el caso de los 2-deoxibrassinosteroides, primero se derivatiza la cadena lateral

de la manera anteriormente descripta, y luego se trimetilsilila83 el hidroxilo de C-3;

convirtiendo el esteroide en un derivado igualmente adecuado para CGI/EM. Utilizando

estas técnicas se ha logrado, por ejemplo, identificar BR (l), CS (7) y 28-norcastasterona

(9) en polen de girasol (Heliantus annuus L)“.
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Figura 1.5. Fragmentaciones de bismetanboronatos de brassinólido y castasterona en

espectroscopía de masa por impacto electrónico.

Si la muestra cruda tiene mucho menor cantidad de BRST, es más adecuado

utilizar CGL/EMCMSI)23. Cuando se utilizan espectros de masa por ionización química

(IQ), el pico base resulta ser el ión M+l35,96, además, aparecen iones resultantes de la

escisión de los enlaces C17-C20 y Czo-sz. El hecho que con esta técnica aparezca el ión

molecular de los derivados boronados, la conviene en apropiada para realizar detección

sistemática en planta523,36,37»40,53.

También se han registrado espectros de masa por impacto electrónico e ionización

química de los BRST previamente purificados sin derivatizar. En este caso, al grupo de

picos enumerados anteriormente se le suma la ruptura entre C22-C2337v39'91(ver Figura

1.6).

De la misma forma, se han hecho espectros de masa mediante ionización por

bombardeo de átomos veloces (BAV), y se han detectado principalmente los iones M+l,

M+l+92 (glicerina), y las pérdidas de una y dos moléculas de agua3°,3lv9°v9l(ver sección

5.3 del Capitulo 5', pag. 168).

Se ha trabajado, también, con cromatografia gaseosa combinada con

espectroscopía de masa de alta resolución (EMAR), por ejemplo para detectar BRST en

polen de poroto grueso (Viciafaba L)“3 y trigo sarraceno (Fagopirum esculentum M.)65.

En estos casos, se derivatizaron fracciones bioactivas altamente purificadas con ácido

metanborónico, y se analizaron por CGL-EMARCMSI) en el modo impacto electrónico.

Una alternativa altamente sensible es el tandem CGL/EM/EM, que se utilizó para

identificarBRST en polen de alisioeuropeo (Alnusglun'nosa L)“.
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Figura 1.6. Fragmentaciones de brassinólido sin den'vatización en espectroscopia de masa

por impacto electrónico.

En todos los casos hasta aquí enumerados, fue posible una determinación cuali y

semicuantitativa de la proporción de BRST en el extracto bioactivo. Para realizar la

determinación cuantitativa se sintetizaron BRST marcados con deuterio, en C-26 y C-28;

para utilizarlos como patrones internos en CGL/EM39.

En la sección 5.3 del Capítulo 5 (pag. 168) se presentan los resultados de

espectroscopía de masa de BRST cuyas síntesis forman parte de esta tesis, mediante

distintas técnicas que no requieren derivatización99.

1.4.2.2. Cromatografía líquida de alta resolución.

La técnica de separación por CLAR se utilizó desde los comienzos para purificar

las distintas fracciones prepurificadas de los extractos de BRST. En todos los casos el

registro se realizaba con un detector UV a una longitud de onda de 204 nml. La

posibilidad de utilizar esta técnica como método microanalítico se vió limitada por la

ausencia, en estas moléculas, de un grupo cromóforo.

Recién en el año 1988 se desarrolló una técnica de derivatización apropiada para
obtener BRST convenientemente sustituido con cromóforos92. Se trataba de un

nafialenboronato que se detectaba por absorción ultravioleta a 280 nm. A partir de allí se

sintetizaron otros derivados con restos fluoróforos93'95 y electróforos96. En la Figura 1.7

se pueden observar las estructuras de los sustituyentes utilizados. En la Tabla 1.5 se
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Tabla 1.5. Resumen de las principales caracteristicas de los distintos derivados de BRST

utilizados para CLAR.

Derivado Tipo Detección Límite de Referencias
detección

nafialenboronato absorción UV 280 nm 250 pg [83]

9-fenantrenboronato fluorescencia Ex = 305 nm 50 pg [45,51,52,84]
Em = 375 nm

l-cianoisoindol-m- fluorescencia Ex = 330 nm 25 pg [85]
fenilboronato Em = 400 nm

dansilaminofenilboro- fluorescencia Ex = 345 nm 25 pg [52,86]
nato Em = 515 mn

ferrocenboronato electroquímico +0.6 V vs. 25 pg [87]

Ag°/AgCl

R Nombre

CE: nafialenborunalo/ R
B

¿i
9-fennnu'enboronato

/ °"‘ ¿fi dR-- B l-cianoisoindoI-Z-m-fmilboronnto
\ ow

(CHa):

S danilaminofmilbomnnto
802

Fe fmbomto

O
Figura 1.7. Estructura de los distintos derivados de BRST utilizados para CLAR.
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señalan los tipos de detección para la cual es apta cada derivado y los limites de detección

que varian entre los 20-50 pg.

Estos derivados se usaron en varios casos para identificar BRST en plantas60’64’65,

o para confirmar la existencia de ellos con nuevos métodos93’95’96.

Esta técnica analítica cuali y semicuantitativa, parece ser adecuada en cuanto a que

pueden detectarse trazas de BRST en plantas gracias a su sensibilidad y su especificidad.

1.4.2.3.Radioinmunoanálisis.

Este método de análisis se ha desarrollado poco hasta el momento y han aparecido

sólo dos trabajos al respecto. El primero de ellos que utilizó antisuero generado contra 24­

epibrassinólido97 mostró ser de muy poca especificidad para BRST. Más tarde, el grupo

de Yokota y sus colaboradores de la Universidad de Tokio, analizó el contenido de BRST

en Phaseolus vulgaris L.93 por radioinmunoanálisis. Este mismo grupo desarrolló un

antisuero contra castasterona, inmunizando conejos con castasterona-carboximetoxilamino

oxima conjugada con albúmina bovina que logró reconocer distintos BRST, con distinta

especificidad, logrando un límite de detección del orden de los 0,3 pmoles. Este último

método de detección resultó ser superior al del bioensayo de la inclinación de la lámina de

arroz y al CGL/EM(MSI).

Este mismo tipo de antisuero se generó utilizando anticuerpos policlonales para

detectar BRST en centeno (Loliumperenne L.), por inmunocitoquímica69.

1.5. RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD.

Una vez logrado el aislamiento, la purificación y la determinación estructurall del

BR (l) y el hallazgo de sus distintos análogos naturales, surgió el interés por determinar

las relaciones entre la estructura y la bioactividadloo'wó. Con este fin, se han sintetizado

variados análogos, naturales y no naturales, con modificaciones sistemáticas en la cadena

lateral y en los anillos A y B. Además, se han puesto a punto diferentes bioensayos para

comparar sus bioactividades (ver sección 1.4.1. del presente Capítulo, pag. 14). En las

Tablas 1.6 y 1.7 se detallan las actividades biológicas frente a distintos bioensayos, de

distintos compuestos con diferentes cadenas laterales. La Tabla 1.6 muestra,

exclusivamente, los resultados obtenidos con compuestos de estructura lactónica, mientras

que la Tabla 1.7 hace lo propio con compuestos de estructura cetónica.

Tanto en la serie lactónica como en la cetónica, la configuración de los grupos de

C-22 y C-23 con estereoquimica (R,R) resultaron ser más activos, en el ensayo de la
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NcadenaArroz(b)l°entren.Rábano(b)Tomate(b)referencias

lateral“)deporoto(c)

1—0H0,001[103]
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2[103]

34 KVY (VH/0[102]
o"2l0,3[101-103]

35

1-20[101-103]
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HO

6210¡102]

39;

7'33¡102] 8l710l[100-102] 9M52510010[100-102]

3



10_l0,1101[100,101]

9

H0

110,051o5[100,101]121‘249[102] 1311.100547100100[100-102] 145-101391003[100-102] 151,101981010[too-102] 16.t5014131[100-102] 1711.100130101[100-102] 18.Ñ5051[100,101]

471I’

19.11o11[100,101] 20_M10[101] 21"°100100
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22tl ___o

wo"

11

23..¡”VIoo[103]
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3-DistintascadenalateralessustituyentesdeC-l7de2a,3a-dihidroxi-B-homo-Sa-colestan-ó-ona.Enelánguloinferiorizquierdose indicaelnúmerodecompuestocorrespondiente.b Actividadexpresadacomoporcentajedeactividaddebrassinólido. cActividadexpresadacomoporcentajedecrecimientorespectodelcontrolcrecidoconauxina(AJA).
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Tabla 1.7. Estructuras de análogos cetónicos de BRST, con diferentes cadenas laterales, y

sus correspondientes actividades biológicas en distintos bioensayos.

N

10

ll

Cadena Arroz l° entren. Rábano (b) Tomate (b) referencias

lateral“) (b) de poroto(c)
HoM 86 [102]

51 2

m o" 35 1025,JW 1 1
ÏW 0,1 32 0,3 0,3 1100-102]

g :'
Ho OH

5 17 3 1 100.102
9 JYV 1 1

m 50 273 100,102
7 Jxr'x/ l l

OH
H0 216 102

a JT: 1 1
0,5 9 0,01 [100-102]

55 , ‘

"o OH

¿rs 50 75 1 0,3 1100-102]
12 ‘ o""9 /

0,5 0,03 [100,101]
ss

H0 OH/
i 1 0,1 [100,101]57Jïw

HOOH

Hïx 50 10 [104]58
OH—

t Distintas cadena laterales sustituyentes de C-l7 de 2a.3a-dihjdroxi-5a-oolestan-6-ona. En el ángulo

inferior izquierdo se indica el número de compuesto correspondiente.

b Actividad expresada como porcentaje de actividad de brassinólido.

c Actividad expresada como porcentaje de crecimiento respecto del control crecido con auxina (AIA).
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inclinación de la lámina de arr02100, que sus isómeros (S,S) (comparar por ejemplo

entradas 16 y 17, Tabla 1.6). Por otro lado, los diasterómeros (R,S) y (S,R) resultaron ser

mucho menos activos aún que los anteriores (ver por ejemplo entradas ll y 12, Tabla

1.6). Sin embargo, en el caso de los análogos lactónicos, este orden se invierte cuando se

invierte la configuración del grupo alquilo de C-24 (comparar entradas 16 y 19, Tabla

1.6). En cambio, en los derivados cetónicos, parece ser más importante la configuración

(R,R) de C-22 y C-23, tal como puede apreciarse en las entradas 7-10 de la Tabla 1.7.

Por otro lado, siempre teniendo en cuenta el mismo ensayo, en general los 7-oxa­

6-ceto-brassinosteroides poseen mayor actividad que sus 6-ceto análogoslm; este es el

caso particular de la castasterona (7) que tiene el 50% de la actividad del brassinólido (l)

(comparar entrada 5, Tabla 1.7 y entrada 13, Tabla 1.6). Sin embargo existen

excepciones, por ejemplo, el derivado lactónico con cadena 28-nor (entrada 9, Tabla 1.6),

tiene similar actividad que su análogo no lactónico (entrada 4, Tabla 1.7).

En los ensayos del rábano y del tomate también se verifica que los BRST con

configuración 22(R),23(R) son generalmente mas activos que sus epímeros 22(S),23(S),

excepto en el caso de los 24-epi (comparar entradas l4 y 15, Tabla 1.6). También se

generaliza que los 22(R),23(R) son mucho más activos que los 22(R),23(S) y 22(S),23(S)

como se evidencia en el caso de los isómeros 28-nor (entradas 8-11, Tabla 1.6).

En los ensayos de rábano y tomate se halló también que los análogos lactónicos

presentaban actividad mucho mayor que los correspondientes cetónicos, resultado que

coincide con el obtenido para el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz (comparar,

por ejemplo, entradas 8 y 9 de la Tabla 1.6 con entradas 3 y 4 de la Tabla 1.7).

La comparación de las bioactividades de los BRST en distintos ensayosml,

demostró que no es posible una generalización de la relación estructura-actividad. Algunos

de los ejemplos de bioactividades relativas contradictorias son:

l- En todos los bioensayos realizados «rábano, tomate, arroz y poroto-- el

brassinólido (l) fue el más activo (entrada 13, Tabla 1.6), pero en el ensayo de rábano el

isómero 22(S),23(S),24(R) (45) (entrada 14, Tabla 1.6), fiie tan activo como el

brassinólido (l) y más activo que el correspondiente 22(R),23(R),24(R)-epibrassinólido

(2) (entrada 15, Tabla 1.6). Sin embargo, la actividades relativas entre estos dos últimos

(2 y 45)se vieron invertidas en el ensayo del tomate.

2- El 22(R),23(R)-norbrassinólido (9) (entrada 9, Tabla 1.6), que tenía una

actividad mucho menor que el brassinólido en el ensayo de la inclinación de Ia lámina de

arroz resultó ser tan activo como e'ste en el ensayo del rábano, y sólo tuvo un 10% de su

actividad relativa en el ensayo del tomate (ver entradas 9 y 13, Tabla 1.6).
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3- El 22(R),23(R),24(S)-24-homoetilbrassinólido (6) y el 22(S),23(S),24(S)—24­

homoetilbrassinólido (46), que poseen actividad parecida al brassinólido (l) en el ensayo

de la inclinación de la lámina de arroz, son muy pocos activos en el ensayo del rábano (l­

y 30 veces menor) y del tomate (100 veces menor) (ver entradas 13, 16 y 17, Tabla 1.6).

4- Los 24-homoetilbrassinólidos (entradas 16-19, Tabla 1.6) muestran actividades

comparables en el ensayo del tomate; sin embargo en el del rábano son mucho más activos

los que poseen la sustitución 24(S) (entradas 16 y 17, Tabla 1.6) que los que poseen la

sustitución 24 (R) (entradas 18 y 19, Tabla 1.6).

En cuanto a modificaciones sintéticas realizadas, es interesante hacer notar que la

introducción de un grupo hidroxilo en C-25 suprime totalmente la actividad (entradas 22 y

23, Tabla 1.6), mientras que la introducción de un metilo en dicha posiciónlos”llo

produce un aumento de la misma. También, se sintetizaron análogos de brassinólido (l) y

castasterona (7) con una función éster en la cadena lateral, hallándose que poseían
actividadl 1°.

También se sintetizaron análogos con modificaciones en el anillo A y B para

estudiar el comportamiento fi'ente al ensayo de la inclinación de la lámina de arrozl04'

¡“’111'117. Los BRST que no contienen oxígeno en el anillo B, poseen muy poca o

ninguna actividad , como rasgo general en todos los ensayos estudiados.

De todos los estudios realizados surgieron las siguientes conclusiones generales“:

l- La remoción de uno o los dos hidroxilos del anillo A, reduce la actividad

biológica de los esteroles.

2- Los BRST 7-oxolactónicos resultaron ser mucho más activos que los 6­

oxolactónicos (y que los lactámicos y tiolactámicos).

3- Los BRST con configuración A/B trans de los anillos resultaron ser mucho más

activos que los A/B cis.

Como se desprende de los datos presentados, aunque el brassinólido (l) es el mas

activo de los BRST en los diferentes ensayos, las variaciones de actividad relativa

dependen del ensayo utilizado haciendo muy dificil determinar, a ciencia cierta, cuales son

los requerimientos para que una estructutra determinada posea óptima actividad de

brassinosteroide. Sin embargo, las siguientes son las caracteristicas tradicionalmente

aceptadas como requisitos generales indispensables para presentar este tipo de actividad

biológica:

l- Poseer un diol vecinal cis en C-Z y C-3 en el anillo A. Los compuesto con un

sólo hidroxilo en C-2 o C-3 (17 y 18) en configuración a o B, o con los hidroxilos en

trans, muestran poca o ninguna actividad.
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2- Presentar unión A/B trans de los anillos.

3- Tener un oxigeno en C-ó en forma cetóniea o lactónica. Los que no poseen este

oxigeno son poco o nada activos. El reemplazo del grupo 7-oxa-6-cetónico, por otro 6­

oxa-7-cetónico; o el reemplazo del oxígeno por nitrógeno suprime todo tipo de actividad.

4- Poseer una cadena del tipo del colesterol con un par de hidroxilos en C-22 y C­

23. Todos los BRST naturales poseen configuración R,R para esos hidroxilos. Variaciones

en esta configuración disminuyen la actividad.

5- Tener un sustituyente alquílico en C-24. La máxima actividad se obtiene con el

C-24(S)-metilo. El orden de actividad decreciente es el siguiente, tanto para lactonas

como para cetonas: metilo > etilo > hidrógeno. Los 22(R),23(R),24(S), son más activos

que los 22(S),23(S),24(R).Tanto un grupo metilideno como etilideno en C-24 conservan

la actividad en el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz.

Considerando la disparidad de resultados de relación estructura-bioactividad

evidenciados por los mismos compuestos en los diferentes bioensayos, teniendo en cuenta

que los estudios han sido elaborados por diferentes grupos de investigación, utilizando

diferentes técnicas y/o diferentes variedades de la misma especie vegetal, y ante la falta de

un análisis estadístico de muchas de las publicaciones sobre el tema, el grupo de la Dra. C.

Brosa, en Barcelona, ha desarrollado un nuevo enfoque para resolver el tema de la

relación estructura molecular/bioactividad. Para ello, han considerado que la molécula

debe ajustarse a un receptor determinado118 necesitando, por lo tanto, cumplir con una

serie de requisitos conformacionales. El objetivo del grupo de investigación es, entonces,

realizar un estudio conforrnacional de los BRST y establecer una relación cuantitativa de

estructura actividad (QSAR. Quantitative Structure-Activity Relationship). Para organizar

un QSAR fiJe imprescindible encontrar un bioensayo sensible y, fimdamentalmente,

reproducible para medir la bioactividad de los análogos de brassinosteroides. Este

bioensayo resultó ser el de inclinación de la lámina de arroz, sobre la variedad española

Bahía, y en condiciones modificadas respecto de las descriptasus. Este ensayo no puede

utilizarse en dosis mayores que Ing/planta, por problemas de absorción y solubilidad, y

aún no se ha encontrado otro bioensayo que permita cuantificar la actividad de los

análogos menos bioactivos.

Básicamente, el estudio QSAR consiste en que , habiendo sintetizado un gran

número de análogos de BRST118 (ver Figura 1.8) con distintas variaciones en su
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Figura 1.8. Brassinosteroides evaluados con el ensayo de la inclinación de la lámina de

arroz, y utilizados para la correlación cuantitativa de estructura actividad (QSAR)l 13.
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estructura tanto en la cadena lateral como en los anillos A y B, se les determinó la

bioactividad con el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz y posteriormente se

realizó un estudio sistemático por modelado molecular119, para hallar todas las posibles

conformaciones de minima energía de los BRST, en un rango de 3 Kcal/mol. Una vez

completado el trabajo y teniendo en cuenta que los sitios de unión al receptor serian los

hidroxilosml, se intentaron determinar los requerimientos estructura-actividad

considerando la ubicación relativa de los átomos de oxigeno, en todos los posibles

confórmeros hallados para los compuestos bioactivosl 19.

Luego de correlacionar distintos parámetros con la bioactividad evidenciada, se

concluyó que ésta dependía de la ubicación espacial relativa entre los oxigenos. Esta

ubicación relativa se podía indicar como una distancia entre dichos oxigenos y, de esta

forma, podria predecirse que todo compuesto cuyas distancias fueran similares a las del
brassinólido seria también bioactivo. En la Tabla 1.7 se muestran las distancias halladas

para el brassinólido, consideradas como ideales.

Tabla 1.7. Distancia en anstróng (Á) entre oxigenos para el brassinólido (l).

Distancia 0-2 0-3 O-c_arb. 0-22 0-23
0-2 --- 2,7 6,1 l 1,1 12,7

0-3 --- --- 4,8 l 1,1 12,9

O-carb. —- —- --- 10,8 12,6

0-22 --- --- --- — 2,4
0-23 --- -- —- -- --­

Este tipo de estudios ha pemiitido realizar interpretaciones muy interesantes como

justificar la anormalmente alta actividad biológica, en el ensayo de 1a inclinación de la

lámina de arroz, presentada por la (22R,231L24S)-24-etil-2[3,3B,5,22,23-pentahidroxi-SB­

colestan-ó-ona (59) (ver Figura 1.8). Este comportamiento, que echó por tierra los

requerimientos aceptados clásicamente como necesarios, dado que en este caso los

hidroxilos en C-2 y C-3 estaban beta orientados y existía una fusión A/B cis de los anillos,

puede explicarse perfectamente por medio de esta nueva teoria, ya que las distancia entre

oxígenos coinciden en buena forma con las del brassinólido (l) al variar simultáneamente

ambos factores configuracionaleslzo.
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En la Tabla 1.9 se muestra la correlación en los parámetros de distancia para el

compuesto 59 y puede observarse que no existen grandes desviaciones con respecto a los

datos obtenidos para el brassinólido (l) (ver Tabla 1.8).

Tabla 1.9. Distancia en anstrongs (Á) entre oxigenos para la

(22R,23R,24S)-24-etil-ZB,3B,5,22,23-pentahidroxi-5B-colestan-ó-ona (59).

Distancia 0-2 0-3 O-cirb. 0-22 0-23
0-2 -- 2,8 6,6 10,2 l 1,8

0-3 --- --- 4,9 11,2 13,2

O-carb. --- --- --- 9,9 11,8

0-22 --- --- --- --- 2,7
0-23 --- --- --- --- --­

1.6. SINTESIS.

Tan pronto como se dilucidó la estructura del brassinólido (1)], luego de su

trabajosa obtención a partir del polen de Brassica napus L., comenzó la competencia por

sintetizado. Su estructura esteroidal lactónica, sin precedentes hasta ese momento, y su

cadena lateral con cuatro centros quirales contiguos, convertían a su síntesis en un

atractivo desafio. A esto se sumaba su escasez en fuentes naturalesl y su promison'a

actividad biológica promotora del crecimiento y división celulares”.

Básicamente los experimentos de sintesis permitieron:

‘Confinnar la estructura asignada al brassinólido (l) y otros brassinosteroides

(BRST) por métodos fisicos y espectroscópicos.

l"Demostrar que la actividad biológica se debe exclusivamente a los BRST y no a

alguna otra sustancia presente en la fuente natural.
"Establecer relaciones estructura-actividad.

‘Poder contar con mayor cantidad de compuestos para llevar a cabo distintos
estudios sobre bioactividad.

Numerosos son los esquemas sintéticos que se han diseñado para obtener BRST

estereoselectiva y estereoespecificamente, intentando evitar la obtención de isómeros no
naturales indeseados.
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Para llevar a cabo la síntesis fiJe necesario:

a) Funcionalizar los anillos A y B, partiendo de un precursor esteroidal adecuado.

b) Construir la cadena lateral dihidroxilada con los centros asimétricos en C20,

C22, C23 y C24. Esto se solucionó de dos formas diferentes: construyendo la

cadena lateral estereoselectivamente o introduciendo el diol 22(R),23(R) deseado

sobre un precursor esteroidal con la cadena adecuada

1.6.1. FUNCIONALIZACIÓN DE LOS ANILLOS A Y B (Esquema 1.1).

En el Esquema l.l se ilustran las principales estrategias sintéticas seguidas para la

obtención de los distintos análogos con variaciones en los anillos A y B.

1.6.1.1. Obtención del grupo carbonilo en C-6.

En prácticamente todas las síntesis publicadas el producto de partida fue un

esteroide del tipo A5 adecuadamente funcionalizado en C-3 (compuesto 75, Esquema

l.l) el cual, a través de un intermediario del tipo A2-6-ceto (compuesto 83, Esquema

1.1), se convierte en un BRST con un grupo 6-ceto o 7-oxa-6-ceto (compuestos 89 y 91,

respectivamente).

Un ejemplo general de esta estrategia consiste en someter un derivado tosilado o

mesilado de 75 (compuesto 75a, Esquema 1.1), a un reordenamiento para generar el

correspondiente 3,5-cicloesteroide (compuesto 76, Esquema l.l), el cual posteriormente

se oxida con clorocromato de piridonio (CCP) o trióxido de cromo en piridina, para dar el

3,5-ciclo-6-oxocompuesto(compuesto 77, Esquema 1.1)30a73'103JO9v1“Jlulóalnvnl'

136.Como otra alternativa, el mesilato 75a se transformó directamente en 77 con acetato

de sodio en dimetilsulfóxido, con un 32% de rendimientol37. La conversión de 77 en 83

puede realizarse a través de la hidroxicetom 7878,111,116,l17,122-124,127,132,133,135,l36’

seguido por el tratamiento del correspondiente mesilato (80) con carbonato de litiol33 o

bromuro de litio73a116,122,135.Una via también frecuentemente utilizada, es la conversión

de 77 en 81 utilizando un reordenamiento catalizado por un hidrácido y la subsecuente

eliminaciónl16,117,123,124,¡32,133,135’136de ácido clorhídrico o ácido bromhidrico para

obtener 83. Se llevó a cabo, también, un estudio exhaustivo de las condiciones óptimas

para la conversión de 77 directamente en 83, dado el bajo rendimiento de las variantes

utilizadas, lográndose buenos resultadosl33.

Otra estrategia sintética abordada para obtener 83, implica la hidroboración del

mesilato de 75, para obtener el compuesto 82, seguido de oxidación con reactivo de

Jones133 o CCP1°4J39'¡41, para obtener 80. La posterior eliminación del grupo de C-3

permite obtener 83.
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También se utilizó acetato de ergosterol (84) como producto de partida para

obtener 83 vía 77122. El compuesto 84 se convirtió en el correspondiente

3,5 cicloesteroide derivado de 85, el cual, luego de ser oxidado al A7-6-oxo compuesto

(86) se redujo con litio en amoniaco líquido para obtener 77. Por último, 83 puede

obtenerse vía 80 por reordenamiento en medio ácido122 o directamente por tratamiento a

reflujo con una mezcla de bromuro de litio y cloruro de piridonio en dimetilacetamida135.

Otra alternativa que utiliza 84 como producto de partida142, consiste en su conversión en

un 1,4-cicloergosterol (compuesto 87, Esquema 1.1), y la posterior reducción para

obtener el iiB-l‘ridroxi-A5derivado (compuesto 75h, Esquema 1.1). Este último se
convierte en 83 como se indicó anteriormente.

En síntesis más recientes surgió la posibilidad de usar el esqueleto esteroidal del

ácido hiodioxicólico (88) que por poseer una configuración A/B cis, requirió de una

oxidación con CCP y una posterior isomerización para obtener el compuesto 79143445.

1.6.1.2. Dihidroxilación del anillo A y lactonización del anillo B.

La dihidroxilación de las posiciones de C-2 y C-3 del anillo A no representó un

problema sintético ya que la reacción de 83 con tetróxido de osmio resulta en la obtención

estereoselectiva del 2a,3a-dihidroxiderivado correspondiente (89). Las condiciones de

reacción sencillas y estequeométn'cas aplicadas inicialmente”,l 11,131247133,dieron lugar,

más tarde, a procedimientos catalíticos con tetróxido de osmio y N-óxido de

N-metüm0rfolina (NMO)100,103-105,l12,115,123,127,l32,l33,134,141(ver secdón 1.63 de]

presente Capítulo, pag. 37). El problema en la dihidroxilación del anillo A surgió cuando

el sustrato contenía doble enlace entre C-22 y C-23, ya que la dihidroxilación simultánea

de ese doble enlace de la cadena lateral conducía a la obtención mayoritaria del isómero

con configuración opuesta a la bioactiva. La solución que se utiliza actualmente para

solucionar este problema se discutirá en la sección 2.2.3 del Capítulo 2 (pag. 103); por

otro lado, los primeros intentos por solucionarlo se basaron en la conversión de 83 en el

epóxido 90, y su posterior transformación en 89 (ver Esquema 1.1, pasos p y q).

Finalmente la reacción de Baeyer-Vrlliger sobre 89, permite obtener la mezcla de la

lactona natural 91 y su isómero 92 biológicamente inactivol 19447.

1.6.1.3. Otras funcionalizaciones.

Para llevar a cabo estudios sobre relaciones estructura-actividad, se sintetizaron

gran cantidad de análogos con modificaciones en el anillo A. Entre ellos se obtuvieron

compuestos con un grupo 3-ceto (93), por oxidación de 78 con CCP y 3a,4a­

dihidroxilados (95), por dihidroxilación de un A3-6-ceto (94). Este último se obtuvo como
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subproducto de la eliminación en medio básico de 80, en la síntesis de 83105. Además se

introdujeron grupos como 2a,3a-epoxi (90) y 28-metoxi-3a-hidroxi (96)“1; ó 26,30.­

dihidroxi (97)l 17.

También se lograron modificaciones en la estructura del anillo B entre las que se

encuentran la eliminación del grupo ceto (98), la lactamización (99) y la tiolactamización

(100)112. También se sintetizaron 6-oxo-7-aza (101) y 6-oxo-7-tio (102) derivados“4

además de 7-oxa-brassinosteroides a partir de compuestos con un grupo 7-ceto en su

estructura originalll5. Se obtuvieron, además, BRST con el grupo fimcional 213,313­

dihidroxilo (103) y con unión A/B cis (104), a partir de 83116.

Por último se llevaron a cabo intentos por obtener BRST marcados con tritio y

14C, con el fin de llevar adelante estudios biosintéticosl43rl49. Entre otros, se han

sintetizado [24,28-3H2]-brassínólido, [24,28-3H2]-24-epibrassinólido, [5,7,7-3H31-24­

epibrassinólido y [4-l4C]-24-epibrassinólido.

1.6.2. CONSTRUCCIÓN DE LA CADENA LATERAL (Esquema 1.2).

En la mayoría de las síntesis de la cadena lateral, se utilizó como producto de

partida un compuesto funcionalizado como un aldehido en C-22 (105). Este aldehido se

obtiene fácilmente a partir del ácido bisnorcolenico150 o estigmasterolu5v151'153. Las

estrategias utilizadas a partir de 105 se detallan en el Esquema 1.2.

El 22-aldehido (105), adecuadamente fimcionalizado en los anillos A y B, se trató

con la sal de litio del 3-metil-l-butin0123,131’139’141,obteniéndose una mezcla 1:1 de los

alcoholes epiméricos. La hidrogenación del isómero 22(R) (106), previamente separado,

permitió obtener como producto principal el alcohol cis-alílico (107). La posterior

epoxidación con una mezcla de t-butilhidroperóxido y acetoacetato de vanadilo

(V0(acac)2) rindió estereoespecíficamente el 22(R),23(R)-epóxido (108). Posteriormente,

se procedió a la introducción del metilo en C-24; para lo que primero se sintetizó el

24(S)-cianoderivado (109), que luego se transformó en el producto metilsustituidol39il4l,

obteniendo la cadena lateral del brassinólido (110). Por otro lado, el alcohol cis-alílico

mencionado (107), puede transformarse en presencia de pentametilcuprato de litio

(Lí2Cu2(CH3)5)143, para dar el compuesto insaturado lll que puede ser dihidroxilado y

convertido en 110 según se discutirá en la sección 1.6.3 del presente Capítulo (pag. 37).

Una forma de introducir un grupo metilo directamente, transformando 108 en 110, es

utilime trimetilaluminio [(CH3)3A1]en presencia de n-butil liti0123a131.

La síntesis de brassinólido (l) llevada a cabo por Fung y Sidalll33, involucró la

alquilación estereoselectiva de un 3,5-ciclo-6-metoxi-22-aldehido (105) con una sal de

litio de un anión organoalumínico que contenía el radical 2,3-dimetil-1-butenilo, fragmento
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de cadena correspondiente (Li[MeBuAlCH=CMeCI-IMe2]), para obtener el 22(R) alcohol

(112) como producto mayoritario. La epoxidación de 112, para obtener 113, seguida de

una reducción anti-Markovnicov con una mezcla de borohidruro de litio y diborano en

tetrahidrofurano, permitió obtener por inversión del la configuración del C-24, la cadena

del brassinólido (110). Posteriormente se han utilizado otros agentes alquilantes para

obtener distintos BRST con distintas cadenas laterales a partir de reactivos

organometálicos con los radicales alquílicos correspondientes: 3-metil-l-butinilo

(MCZCHCÏCMgBT) 126, 2,3-dimetil-l-butenilo (Li+[Me2BuAlCH=CMeCHMe2]') 129,

2-etil-3-metil-l-butenilo (Li+[Me2BuAlCH=CEtCI-Il\de2]') 131y 2,3,3-trimetil-l-butenilo

(Li+[Me2BuAlCH=CMeCMe3 ]') ¡21.

Otra metodología para obtener la cadena lateral apropiada consistió en la reacción

estereoselectiva de la (2R)-(+)-(2,3-dimetil)-pentilfenilsulfona con el 22-aldehido

(105)112r124.Una posterior acetilación permitió obtener la mezcla de acetosulfonas (114),

que se redujo a la 24(S)-A22 olefina (lll) con amalgama de sodio. La posterior

transformación de lll en 110 se describe en la sección 1.6.3 del presente Capítulo (pag

37).

Otro método muy apropiado resultó ser la reacción del Grignard controlada por

quelatos, para introducir estereoselectivamente la filnción 22(R),23(R)-diol104,140,511“.

De esta forma, a partir de 105 y la sal de litio del 1,3-ditiano se obtuvo el 22(R)-ditiano,

cuyo metoximetil éter (115) se trató con una mezcla de óxido mercúrico y trifluoruro de

boro para obtener el aldehido 116. La cadena del norbrassinólido (117) se obtuvo por una

reacción de Gn'gnard quemo-controlada, entre el compuesto 115 y el bromuro de iso­

butilmagnesio; seguida de remoción del grupo protector140’l5“. De igual modo la adición

del bromuro de 2-(3-metil-l-butil) magnesio (CH2=C(MgBr)CI-IMe2), permitió la sintesis

de dolicólido (4)124v153y dolicosterona (10)153. Asimismo se obtuvieron análogos 26,27­

bisnorsustituidos en la cadena lateral, por adición de bromuro de iso-propilmagnesiolo“.

Otra metodología consiste en obtener el butiléter 118, de manera similar a 116, a

partir de 105 y la sal de litio del 1,3-ditiano. Así 118 pudo someterse a una reacción del

tipo carbonil-eno con un sulfuro vinilicol55, obteniéndose estereoespecíficamente el

vinilsulfuro 119. La metilación de este último con un reactivo de Grignard, y posterior

reducción catalítica, dio como producto final la cadena del brassinólido (110).

La síntesis desarrollada por Donaubauer y sus colaboradoresl56, luego también

utilizada por Zhou y colaboradoresl43, involucró la reacción aldólica de 105 con la sal de

litio del 2,3-dimetilbutenólido como paso clave. De esta forma, se obtiene el isómero

22(R),23(R)—hidroxibutenólido (120) como producto mayoritario. La hidrogenación,

seguida de apertura reductiva de la lactona con hidruro de litio y aluminio, permitió
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obtener 121. La posterior obtención de 110 se logró con una secuencia de eliminación del

hidroxilo adicional de C-26. Los mismos autores describieron el uso de 3-isopropil-2­

butenólido como alternativa para la contrucción de la cadena lateral, en lugar del 2,3­

dimetilbutenólido utilizado en el Esquema 1.2156.
Otra ruta estereoselectiva involucró la reacción de la sal de litio del

2-bencildimetilsilil-l-iodo-l-propeno, para dar el alcohol 22(S)-alílico 122, como

producto mayoritario. Una reacción de epoxidación estereodin'gida, asistida por el grupo

sililo y una posterior eliminación del mismo con fluoruro de n-butilamonio, dio como

resultado un epoxialcohol que luego se benzoiló (123). La obtención de 110 requirió la

alquilación de C-24 con el ciano-di-iso-propilcuprato de litio [(iso-Pr)2Cu(CN)Li2] y

posterior desprotección con una mezcla de litio en amoniaco líquidol55.

Una alternativa muy interesante consistió en la construcción, paso a paso, de cada

uno de los centros quirales de la cadena134’135’157.La adición de 2-litiofurano al

20-carboxaldehido (105), rindió estereoselectivamente el 22(R)-alcohol (124). La

oxidación del mismo con N-bromosuccinimida y posterior protección con etoxietil éter,

permitió obtener el lactol protegido (125) como producto mayoritario. Luego, un ataque

1,4 al sistema ceto-enólico anular con metilcuprato de litio, introdujo

estereoespecíficamente un metilo en C-25. Posteriormente, se alquiló el C-24, o. al

carbonilo de la cetona, con ioduro de metilo en di-iso-propilamiduro de litio (DAL), para

obtener 126. Seguidamente, se redujo la cetona 126 con borohidruro de sodio

obteniéndose selectivamente el 23(R)-alcohol y se desprotegió el alcohol resultante con

ácido clorhídrico al 10%. De esta forma, se obtuvo el 27-hidroxiesteroide (127) que se
convierte facilmente en 110 eliminando el hidroxilo adicionall47.

Por último, Zhou y sus colaboradores desarrollaron otra interesante

estrategial‘u’144 en la cual el 20-carboxaldehido (105), se trató con

Me2CHC(O)CH=AsPh3, un iluro de carbonil arsonio derivado del radical 3-metil-2.oxo­

butilo, para formar un sistema a,B-insaturado (128). El epóxido obtenido a partir de esta

enona con agua oxigenada en medio alcalino, se sometió a una reacción de Wittig-Homer,

para obtener 129 estereoselectivamente. La lactonización de la misma en condiciones

ácidas, permitió obtener como único producto 130, formado por apertura del epóxido con

inversión de la configuración de C-22. Posteriormente, debió invertirse la configuración

del 23(S)-hidroxilo de 130. Para ello se oxidó con CCP, se redujo el doble enlace

endocíclico con hidrogenación catalitica y el producto se trató con borohidruro de potasio

para obtener la lactona 131 con todos los centros quirales apropiados. Finalmente, se

redujo la lactona y eliminó el hidroxilo adicional sobre C-28 para obtener 110141144.
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Una alternativa a esta metodología, consistió en la conversión de 128 en 132. Esto

se logró mediante la transposición, en un medio oxidante, del alcohol alílico terciario

obtenido en C-24, por el tratamiento de 128 con metil litio en una adición 1,2 al carbonilo.

Esta cetona B-alquil-a,B-insaturada (132), fue el único producto de la transposición“?

Posteriormente se obtuvo 133 por reducción del carbonilo de 132 con diisopropil

borohidruro de litio y epoxidación del doble enlace con ácido metacloroperbenzoico. De

esta forma, se obtuvo la configuración apropiada de C-22 y C-23 y sólo restó la apertura

regio y estereoselectiva del epóxido con inversión de la configuración de C-24, para

obtener 110, tal como se hizo con el compuesto 113133,145.

Otros investigadores han publicado la síntesis de análogos con un grupo éster en la

cadena laterall 1°, y la síntesis de compuestos marcados con tritio para realizar estudios de

biosíntesis y metabolismol53.

1.6.3. MODIFICACIÓN DE LA CADENA INTACTA DE UN ESTEROIDE

(Esquema 1.3).

Numerosas estrategias sintéticas para obtener la cadena lateral dihidroxilada de los

brassinosteroides utilizaron como material de partida esteroles insaturados del tipo A532

como: 22-dehidrocampesterol (134)49, brassicasterol (135)73J37, estígmasterol

(136)78,105,lll-l14,116,123,124,128,130-132,l35,l36,146,159-161, ergostem] (137)117,122,

13333571411611“, 22-dehidrocolesterol (138)“0 y poriferasterol (139)100 (ver Figura

1.9).

En casi todos los casos la introducción del grupo 22(R),23(R)-diol se hizo

directamente por reacción con tetróxido de osmio en distintas condiciones, o por

epoxidación seguida de apertura. El mayor problema en el diseño de una determinada ruta

sintética fue obtener mayoritariamente el isómero biológicamente activo 22(R),23(R). Las

diferentes estrategias utilizadas se ilustran en el Esquema 1.3.

Se halló que la estereoquimica de la hidroxilación con tetróxido de osmio en

piridina o en presencia de N-óxido de N-metilmorfolina (NMO), sobre el doble enlace de

la cadena lateral del precursor, resultaba fuertemente dependiente del sustituyente de

C-24. Desafortunadamente, la sustitución 24(S)-alquilica, que poseen la mayoria de los

esteroles y brassinosteroides naturales, dirige la hidroxilación preferencialmente hacia la

obtención del diasterómero biológicamente inactivo (141), mientras que el isómero

22(R),23(R) (142) se obtiene como producto nunoritarionilozilllalz‘s’lz" y, a veces, ni

siquiera se aíslal 13,122,123(ver Esquema 1.3).

La dihidroxilación de las cadenas precursoras 24(R)-alquílicas, dio, en todos los

casos, una mezcla de dioles 22(S),23(S) (143) y 22(R),23(R) (144) en una relación
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aproximadamente l:1100,102»122a137v142v162.En el caso de los 28-norbrassinólidos

derivados del 22-dehidrocolesterol (138) los resultados fueron muy variados obteniéndose

mezclas de isómeros 22(S),23(S) (145) y 22(R),23(R) (146) que van desde 3:7102, hasta

las muy desfavorables 512140(ver Esquema 1.3).

22-Dehidrocampesterol( 134) Brassicasterol (135)

Estigmasterol (136) Ergosterol (137)

22-dehidrocolesteol (138) Poúferasterol (139)

Figura 1.9. Esteroides utilizados comunmente como producto de partida en la síntesis de
brassinosteroides.

Debido a la estereoselectividad desfavorable de la dihidroxilación con osmio, se

intentaron rutas alternativas para la obtención del diol 22(R),23(R) en la cadena lateral.

Una de ellas consistió en obtener la mezcla de epóxidos (147) por el tratamiento del

intermediario 140 con ácido metacloroperbenzoico. La apertura del epóxido con ácido
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bromhidrico y posterior acetilación sirve para obtener la mezcla de bromoacetatos 148 y

149. Posteriormente, por medio de una reacción de sustitución nucleofilica birnolecular

(SN2), se reeemplazaron los bromos obteniéndose la mezcla de diacetilos epímérícos 150

y 151 fácilmente separables. Estos finalmente se saponificaron para obtener 141 y
¡42105,124,125,127,132,154,160.

Otra opción fue llevar a cabo la apertura de la mezcla estereoisomérica de

epóxidos (147) con fenilseleniuro en presencia de borohidruro de sodio, para obtener 152,

el cual se transformó con agua oxigenada al 30% en el alcohol alílico (153). La

epoxidación con ácido metacloroperbenzoico para obtener 154 y el posterior

reordenamiento catalizado con isopropóxido de aluminio, permitió obtener, dependiendo

del sustituyente alquílico de C-24, el metiléndiol 155 o el etiléndiol 156 en la cadena

lateral¡29'131’131159Jól (ver Esquema 1.3).

El bajo rendimiento en la obtención del dio] 22(R),23(R) por cualquiera de los

métodos descriptos, se superó al desarrollarse la dihidroxilación catalítica asimétrica

(DCA). Esta técnica utiliza ciertos derivados de la quinidina y la dihidroquinidina como

inductores quirales de la reacción con tetróxido de osmio, lográndose la obtención

mayoritaria del epímero 22(R),23(R) con valores de hasta 10:1 con respecto al isómero

22(S),23(S)l36'146, dependiendo de la configuración del sustituyente de C-24. Esta

variante sintética se discutirá en detalle en la sección 2.2.3 del Capítulo 2 (pag. 103).

1.7. BIOSÍNTESIS Y METABOLISMO.

Con la idea de dilucidar el mecanismo biosintético de los brassinosteroides, se han

llevado a cabo varios estudios. El hecho de haber detectado brassinosteroides con un

sustituyente 24-alquílico, similar al de los fitosteroles presentes en la misma planta, sugiere

que estos últimos podrian ser considerados como precursores biogenéticos apropiados¡°7.

Tal situación se verifica en los siguientes ejemplos:

1- En semillas de poroto, se aisló la 25-metildolicosterona3745,46 y, en menor

proporción, otros ocho derivados de la misma. También se detectó el 24-metilén-25­

metilcolesterol, el fitosterol estructuralmente relacionado a la 25-metildolicosterona164.

Sin embargo, a pesar de que el 88% de los fitosteroles presentes en Phaseolus vulgaris

poseían un grupo 24-etilo (estigmasterol y sitosterol) ó un grupo 24-etileno

(isofircosterol), los brassinosteroides estructuralmente relacionados sólo se encontraron en

baja proporción. Esto sugeria que, en estas semillas, la transformación de los fitosteroles
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en BRST era más selectiva para aquellos que llevaban un grupo 24-metilo ó 24-metileno,

que para los que contaban con uno 24-etilo ó 24-etileno.

2- En el alga verde Hydrodycn'on reticulatum fueron identificados brassicasterol y

sitosterol; y 24-epicastasterona (8) y 28-homocastasterona (12), es decir, los fitosteroles y
sus brassinosteroides estructuralmente relacionados”.

Estos hechos estan de acuerdo con la hipótesis que los BRST tendrían en los

fitosteroles sus precursores biosíntéticos, pero hasta el momento no ha podido

comprobarse fehacientemente.

Yokota y un grupo de sus colaboradores han propuesto una hipotética ruta

biosintética en Catharansus roseus, que se ilustra en el Esquema 1.4, para brassinólido

(l), partiendo de campesterol o sus análogosl“.

—>
HO

campesterol (157) trasterona (17) 3-dehr'droúasterona ( 158)

OH

OH

—>

HO' 3

H O

tifasterol ( 18) casmsterona (7) brassinólido (l)

Esquema 1.4. Ruta biosintética propuesta para el brassinólido (l).

Inicialmente, se producirían varias reacciones de oxidación del campesterol (157)

para obtener la tiasterona (17), que luego se epimerizaría en el C-3 (vía 158) para dar el

tifasterol (18). La subsiguiente hidroxilación de C-2 y reacción de lactonización

permitirían obtener brassinólido (l), via castasterona (7). Existe otra evidencia de que la

3-dehidrotiasterona (158) sería intermediario en la epimerización de tiasterona en tifasterol

demostrada en células de Catharansus roseus donde se usaron tiasterona (17)166,
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tifasterol (18)16‘5’167y castasterona (7)168 marcados con tn'tio o deuten'o y se determinó

la secuencia l7—>18—>7—)l(Esquema 1.4). Además, se observó la conversión reversible

entre tiasterona (17) y tifasterol (18)166. Sin embargo, en cortes de garbanzolóS, semillas

y explantes de hojas etioladas de anuló-5,169, en los cuales la castasterona es endógena53,

no se halló indicio de conversión de castasterona (7) en brassinólido (l). Esto

corroborar-ía, además, que la castasterona es por sí misma activa169.

Por otro lado, llevando a cabo experimentos con 3-dehidrotiasterona (158) tn'tiada

en células cultivadas de Catharansus roseus se halló evidencia de su posible papel de

intermediario en la conversión biosintética de tiasterona (l7) en tifasterol (18)170. Otras

posibles evidencias consisten en la coexistencia de tifasterol (17), tiasterona (18) y

3-dehidrotiasterona (158) en granos de tn'gol7l (Triticum aestivum) y en cultivos de

células de litio172(Distilium racemusum).

Con respecto a la investigación sobre el catabolismo de los BRST, los estudios

publicados son pocos, y los resultados son poco claros. Algunos estudios indican la

conjugación por conversión de los brassinosteroides en sus 23 o 25-B-D­

glucopiranósidol73vl74. Estas experiencias se realizaron sobre Vigna radiata,

Lycopersicon esculemum y Phaseolus vulgaris. Otros estudios, realizados en arroz y

Lycopersicon esculem‘um, señalan la conversión en catabolitos no glicosídicos solubles en

¿8113161

Muy recientemente se hallaron una nueva clase de BRST conjugados con

monoglicén'dos en semillas de Cassia tora73: el monopalmitato y monooleinato de

brassinólido (l), castasterona (7), tiasterona (17), tifasterol (18) y 28-norcastasterona

(ll). Además, se halló el 3-min'stato de tiasterona en anteras de Lilium longiflorum67.

A pesar de todo el esfiieizo realizado al respecto hasta el momento quedan por

contestar dos preguntas:

l- ¿Por que' los BRST se transforman en diferentes tipos de compuestos,

conjugados o no, dependiendo de las semillas en cuestión?

2- ¿Estos compuestos conjugados son realmente catabolitos o son parte de

distintos mecanismos de transporte y almacenamiento?

Finalmente, el pn'mer estudio donde se observó degradación catabólica de la

cadena lateral, se hizo en una suspensión de células de Omithopus sativus. Allí se observó

la trasformación de la 24-epicastasterona (8) y el 24-epibrassinólido (2) en sus

20-cetopregnan derivados epimerizados en C-3 ¡75.
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1.8. EFECTOS DE BRASSINOSTEROIDES A NIVEL MOLECULAR.

Desde el descubrimiento y elucidación estmctural del brassinólido (1)], comenzó

un gran interés por su síntesis y la de sus análogos, y la evaluación de sus actividad

fisiológicaloo'wó. Los estudios tendientes a dilucidar el mecanismo de acción a nivel

molecular demoraron en publicarse debido a la necesidad de contar con compuestos
marcados.

El hecho de observar los efectos de los BRST a nivel fisiológico y de compararlos

con los de las otras hormonas vegetales, conducía a cuestionarse lo siguiente:

l- ¿Son realmente un nuevo grupo de hormonas ?

2- ¿Difiere su modo de acción del de las otras hormonas?

3- ¿Cuál es su mecanismo de acción a nivel molecular?

Algunas de estas preguntas han sido recientemente contestadas y las respuestas

nos han ayudado a comprender mejor cómo los BRST regulan el crecimiento,

confirmándonos que su modo de acción difiere del de las hormonas reguladoras del

crecimiento vegetal ya conocidas.

Desde el punto de vista estructural se ha especulado con que los BRST actúan a

través de un mecanismo similar al de las hormonas esteroidales animales, vía un complejo

receptor/ligando que, unido a un sitio citoplasmático o nuclear, regula la expresión de

genes específicosl 13.

El crecimiento de tejidos depende de la sintesis de ácidos nucleicos y proteínas,

esenciales para el continuo crecimiento de las células de la plantanó. Por otro lado, la

actividad de la ARN polimerasa se ve aumentada en plantas tratadas con awcinas,

giberelinas y citokininas; y más aún, la aplicación de estas dos últimos aumenta el
contenido de ARN 171173. También se detectó aumento selectivo de la actividad de

peroxidasa, polifenol oxidasa y ATPasa en plantas de garbanzos tratadas con

brassinólidol79. Además fire detectado un aumento de la actividad ARN y ADN

polimerasa y de los niveles de ARN, ADN y proteínas en poroto pinto y garbanzo tratados

con brassinólidolso. Este comportamiento no se repitió en presencia de inhibidores

selectivos de la síntesis de ARN y proteinas, afectando la división y elongación celular de

los tejidosm.

Kalinich y un grupo de sus colaboradoresnóa182 postularon la existencia de un

receptor citoplasmático que luego se encargar-íadel transporte al núcleo para provocar un

efecto sobre la transcripción o la replicación; pero estudios de inmunocitoquímica sobre
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polen germinado de Brassica napus mostraron alto nivel de marca en el núcleo, lo que

sugen'n'a que existe unión específica de BRST a los componentes nuclearesl77.

Clouse y colaboradores han trabajado con dos sistemas modelo para estudiar el

efecto de BRST en la expresión de genes de plantas: elongación de tallo y raiz de

Arabidopsis thalianaó, y elongación de tallo de sojals3’134. En ambos sistemas los BRST

afectan el patrón de expresión de genes en elongación de tejidos, aumentando la

abundancia de algunos ARN mensajeros y decreciendo otros.

1.9. EFECTOS FISIOLÓGICOS DE BRASSINOSTEROIDES.

Aunque alguno de los efectos fisiológicos de los BRST son similares a los de otras

hormonas como auxinas, giberelinas y etileno, existen evidencias que indican importantes
diferencias en el modo de acción.

La actividad estimulaton'a de elongación producida por los BRST, es uno de los

efectos fisiológicos más estudiados. Este efecto se ha observado en rábano34, tomate“,

hipocótiles de girasol y pepino9, guisante enano y normal9, garbanzog, epicótiles de

poroto Azuki y mesocótiles de maíz“, pedúnculo de Aradopsis5 y coleóptiles de trigoó.

Trabajando con Brassica chinensis, se demostró que el 22(S),23(S)-24-epibrassinólido

(45) estimula la elongación de hipocótiles por incremento de la relajación de la pared;

pero, contrariamente a lo que ocurn'a con las auxinas, sin inducir un gran cambio en sus

propiedades mecáriicas135. Sin embargo, al producirse un estímulo de elongación similar

en soja por aplicación de brassinólido (l), sí se detectó cambio en las propiedades

mecánicas de la pared. Hasta el momento se desconoce el mecanismo de elongación

producido por brassinosteroides, pero se sabe que no procede vía el camino de
transducciónde auxinasl“.

Un parámetro fisiológico que se asocia con la elongación celular es la secreción de

ácidos. Algunos BRST han mostrado un efecto estimulatorio de la secreción de H+ e

hiperpolarización de plasmalema de diferentes tejidos de plantas corno raíz de trig0137,

epicótiles de poroto Azuki‘ss, cotiledones de rában0139,y hojas de Egen'a densal9°vl9l y

Viciafava190. Este efecto fue totalmente suprimido por inhibidores de la síntesis de ARN

y proteinas. Sin embargo, se demostró también que tres fitosteroles totalmente inefectivos

en la estimulación de la elongación de raices de trigo, como el estigmasterol, ergosterol y

colesterol, también estimularon la secreción de H+137 poniendo en duda la correlación

entre este efecto y el crecimiento. Además, por el agregado de eritrosina B, un inhibidor

de ATPasa de membrana plasmática, se ha detectado una fuerte reducción de la extrusión
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de H+ inducida por BRST en hojas de Viciafava. Esto indicaria que los BRST influyen en

la bomba de protones dependiente de ATP191.

Los BRST son capaces también de modificar los procesos de desarrollo de raíces a

bajas concentraciones. Para investigar tales efectos se han utilizado sistemas tales como

cortes de raices adventicias, raíces intactas de plántulas, segmentos de raiz escindida y
escisiones de raices de cultivos. Los resultados obtenidos fueron contradictorios en

algunos casos y han sido recientemente resumidos por Roddick y colaboradores”? En

algunos casos se observó estimulación del crecimiento de las raíces luego del tratamiento

con BRST, pero la mayon'a de las veces el efecto fue inhibiton'o. Recientemente, se ha

comprobado un incremento en cortes de raices adventicias de plantas maduras de abeto

Norway193, lo cual sugeriría que los BRST pueden actuar como un agente anti-estres

mejorando la capacidad de los cortes para resistir el estres causado por el trasplante. De la

misma forma se ha encontrado regeneración de raíces en plántulas de Pinus radiata luego

del transplantel”.

Otros estudios indican'an también la posibilidad de aplicar BRST para ayudar a los

cultivos a sobreponerse a otras condiciones de estrés. Así, por ejemplo, el efecto del

22(S),23(S)-24-epibrassinólido en el incremento del rendimiento de las cosechas de

cebada, poroto y lechuga fue más notorio en suelos deficientes en fertilizantes que en

aquellos que lo poseíanl95. De la misma forma, la aplicación del 22(S),23(S)-24­

epibrassinólido (45) a garbanzo de la india (Cicer arien‘num), aumenta significativamente

la resistencia bajo estrés producido por agual96. De la misma forma, el 22(S),23(S)-24­

homoetilbrassinólido (46) contrarresta el efecto del cloruro de sodio en plantas de

remolacha azucarera197, y de cloruro de sodio y herbicidas en arroz aún a bajas

temperaturas”? Se informó además, que el brassinólido mejora la resistencia al fiio de

arroz, pepino y maízlsóvl”. Por otro lado, el 24-epibrassinólido (2) y el 22(S),23(S)-24­

homoetilbrassinólido (46) protegen las células de las hojas de trigo del estrés salino y por
calorzoo.

1.10. APLICACIONES DE BRASSINOSTEROIDES EN LA
AGRICULTURA.

Con la intención de estudiar las posibles aplicaciones prácticas de los BRST,

teniendo en cuenta sus prometedores efectos sobre las cosechas, se han llevado a cabo un

sinnúmero de investigacioneslizm. La mayoría de los estudios fueron hechos en

invernaderos o en superficies limitadas de campo. Ikekawa ha conducido experiencias a
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gran escala en China por aplicación de 24-epibrassinólido (2) obteniendo un significativo

aumento del rendimiento de las cosechas de tn'go, maíz, tabaco y otras plantas”.

Cabe decir en este punto, que los bioensayos llevados a cabo en laboratorio, para

medir bioactividad de BRST (ver sección 1.4.1. del presente Capítulo, Pag. 14), no

pueden extrapolarse directamente a su capacidad de estimulación del crecimiento de

plantas cuando se aplican en campo, En algunos casos la respuesta encontrada en

invernadero y/o campo no se corresponde con la hallada en los bioensayos. Esto ocurre

porque el tiempo insumido para llevar a cabo un bioensayo podn'a no ser el suficiente

como para obtener el máximo efecto, mientras que en campo ocurre lo contrario. Por

ejemplo, se encontró que la 22(R),23(R),2a,3a-isopropiléndiord-22,23-epoxi-7-oxa-B­

homo-Sa-stigmastán-ó-ona no mostró actividad en el ensayo de la inclinación de la lámina

de arroz; y sin embargo, aplicada en condiciones de campo se obtenía, un incremento en el

rendimiento de las cosechas comparable al del brassinólido (0202. Otro ejemplo similar al

expuesto es el caso del 22(S),23(S)-24-homoetilbrassinólido (46)192’197.

Se sospecha que el mayor problema que afecta la reproducibilidad de los ensayos

en campo es la falta de un método seguro y estandarizado para la aplicación de los BRST.

Suele hacerse, por ejemplo, por una sola aplicación en forma de spray sobre las plántulas;

ó, varias veces en distintos estadios del crecimiento (hojas, flores o tallo); o, por inmersión

de las semillas en una solución de BRST antes de plantarlas. Sin embargo, la única

explicación a la variabilidad de respuestas encontradas en algunos ensayos en campo

podría ser la pobre absorción detectada en la planta ya que su estructura no facilita la

penetración. Evidentemente, es necesario continuar en el estudio de las condiciones

óptimas de aplicación de BRST.

Una importante propiedad de los BRST, que aumenta aún mas el interés en ellos,

es la capacidad como factor anti-estrés. Se han encontrado resultados alentadores en

condiciones climáticas desfavorables como sequía196, temperaturas extremas (fn'o y

calor)3’l99’2°°, salinidad200y presencia de herbicidas”? En todos los casos estudiados

los efectos de los BRST son más notorios en suelos sin fertilizar que en aquellos que lo
estánl95_

Teniendo en cuenta estas consideraciones, aún quedan por investigar varios

parámetros tales como formulación, tiempo y método de aplicación, para utilizar en forma

óptima la capacidad fitohonnonal de los BRST.
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2.1. INTRODUCCION.

Desde los comienzos de la década del '90, se conocen unos 30 diferentes análogos

naturales de brassinólido (l) y castasterona (7)l'46, cuya diferencia radica en que los

primeros cuentan con un anillo B expandido formando una lactona de siete miembros,

mientras que los últimos, que tienen un grupo 6-ceto en la misma posición, se consideran

sus precursores biosintéticos47. Los brassinosteroides naturales descriptos son estructuras

polihidroxiladas con un número variable de carbonos en su fórmula molecular

dependiendo del sustituyente de C-24 y/o C-25, con configuración

20(S),22(R),23(R),24(S) en la cadena lateral, y un número y orientación de hidroxilos
variables en el anillo A.

0

amsmouoou) CASTASTERONA(7)

Todos los brassinosteroides naturales encontrados poseen fiisión mms de los

anillos A y B, con configuración 5a.

En el presente Capítulo se relatarán las estrategias empleadas para sintetizar el

compuesto cabeza de serie, la (221L23R,24S)—24-etil-2a,3a.,22,23-tetrahidroxi-5a­

colestan-ó-ona [24(S)—homoetilcastasterona](12) y su diasterómero la (228,238,24S)-24­

etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan—6-ona (55) (ver Figura 2.1). Por otro lado, en

el Capítulo 3 se describirán las síntesis de sus análogos Sa-hidroxflados: la

(22R,23K24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6-ona (163) y la

(228,23S,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6-ona (164) (ver Figura

3.1, pag 119).

Finalmente, en el Capítulo 4, se describirán las sintesis de los análogos de 12 y 55

—cabezasde serie de los compuestos Sa-hidrogenados- y de 163 y 164 "cabezas de serie

de los compuestos 5a-hidroxilados-; con distintos sustituyentes sobre C-3 (ver Figura

4.1, pag. 129).

Las estructuras de los compuestos cabeza de serie de los brassinosteroides 5a­

hidrogenados (12 y 55) y del resto de sus análogos se muestran en la Figura 2.1:
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RI

12: nl=a-OH R2- a-OH 2200.2301)04W“)
55: R¡ = a-OH R2 = a-OH 22(S),23(S)

159: R¡ = H R2 = p-Br 22(R),23(R)

160: R¡ = H R2 - B-Br 22(S),23(S)

m: n, = H R2 = D-AeO 22(R),23(R)

¡61: nl = H R2 = ¡hago 22(S),23(S)

Figura 2.1. Análogos de castasterona Sa-hidrogenados sintetizados. La síntesis de los

compuestos 12 y 55 se detallan en el presente Capítulo, mientras que los restantes se

tratan en el Capítqu 4.

A] final de este capítulo, en el Esquema 2.1 (pag. 112), se resumen las diferentes

alternativas sintéticas ensayadas para am'bar a los productos deseados 12 y 55.

2.2. SÍNTESIS DE (22R,23R,24S)-24-ETIL-2a,3a,22,23-TETRAHIDROXI­
Sa-COLESTAN-ó-ONA (12): COMPUESTO CABEZA DE SERIE.

La primera sintesis de una mezcla de 22(R),23(R),24(S) y 22(S),23(S),24(S)­

homoetilcastasterona (12 y 55) file realizada en el año 1980 por el grupo de K. Mon“,

como precursor en la síntesis del análogo 24(S)—homoetilsustituido del brassinólido a

partir de estigmasterol (136). Posteriormente, se comprobó que se trataba de un análogo

natural de castasterona detectándose por primera vez, en el año 1982, por S. Takatsuto y

N. Ikekawa, en Thea sinensis (te verde) y Brassica campestris (repollo chino)6, donde se

encontraba en una proporción de 0,46 y 0,13 ng/Kg respectivamente3’49,comprobandose

que su bioactividad, evaluada con el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz, era un

50% de la del brassinólido en las condiciones ensayadas50.

La primera síntesis del producto puro, fue realizada en el año 1982, por el grupo

de Thompson”, y a partir de allí, se llevaron a cabo muchas otras síntesis del mismo
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compuesto con estigmasterol como producto de panid352'53, salvo algunas

excepciones”.

Con el objetivo de proponer una síntesis original, para obtener la

24(S)-homoetilcastasterona (12), se elaboró la estrategia retrosintética que se ilustra en la

Figura 2.2.

Figura 2.2. Estrategia retrosinte'ticapara obtener la 24(S)-homoetilcastasterona (12).

2= grupo protector.

El esquema sintético que se construyó en base a la retrosintesis planteada consta

fundamentalmente de las siguientes etapas:

l- Diferenciación de los dobles enlaces A5 y A22.
2- Obtención de la función A2-6-ceto.

3- Dihidroxilación de los dobles enlaces A2 y A22.

En la Figura 2.3 se detalla la secuencia de reacciones planificadas para llevar a

cabo la sintesis de la 24(S)—homoetilcastasterona (12).
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a "a b “a. "a.Estigmasteml—> —> L.
(136)

TsO T90

169 170 17]

HO

HO

1..“ “'I. Ho,“d e _Ï.
Ho"

OH ° 0

12: 22(R),23(R)
55: 22(S),23(S)

a. TsCl/Py b. CrO3/(Ac0)20/AcOl-l c. base/A d. LiAlH4 e. DCP r. Os04/NMO

Figura 2.3. Estrategia propuesta para la sintesis de la 24(S)—homoetilcastasterona(12).

A continuación se detallan las reacciones llevadas a cabo para el logro de cada una

de las etapas sintéticas planteadas.

2.2.1. DIFERENCIACIÓN DE LOS DOBLES ENLACES A5 Y A22 (paso b, Figura
2.3).

La intención fue, por un lado, conservar el doble enlace de la cadena lateral (A22)

para realizar la dihidroxilación en C-22 y C-23, en el último paso sintético (paso f, Figura

2.3). Por otro lado, la adecuada fimcionalización del anillo B, exigía la tranformación del

doble enlace de C-5 (A5) en una cetona (pasos d y e, Figura 2.3). Ambos factores nos

llevaron a la necesidad de utilizar una reacción que diferenciara ambas insaturaciones,

fimcionalizandolas adecuadamente. Decidimos emplear una reacción estereo y

regioselectiva de epoxidación del doble enlace del anillo B que permitía obtener

exclusivamente el epóxido 513,68(Paso b, Figura 2.3)60’61. Tal reacción, que había sido

recientemente desarrollada en nuestro laboratorio, requería la protección previa del

hidroxilo de C-3 para evitar su oxidación. Los correspondientes derivados 3l3-acetilados y

el 3|3-tosilados de estigmasterol resultaron ser buenos sustratos para la reacción de

epoxidación.
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Se utilizó inicialmente el derivado tosilado en C-3 (169) porque era factible

eliminarlo posteriormente para obtener el 56,68-epoxiestigmasta-2,22-dieno (l7l) (paso

c, Figura 2.3). La reacción de tosilación se llevó a cabo en las condiciones

convencionales“, utilizando cloruro de p-toluensulfonilo y piridina.

Una vez protegido el sustrato se procedió a la diferenciación de las insaturaciones

del compuesto 169. Se preparó el reactivo epoxidante, consistente en una solución de

trióxido de cromo en anhídrido acético, que diluida en cloruro de metileno, se agregó

lentamente a una solución a -78°C fuertemente agitada de 169 en el mismo solvente“.

Esta reacción presentaba distintos subproductos, los cuales derivaban principalmente de la

sobreoxidación. El subproducto más abundante era el de oxidación alílica, la

3B-tosiloxiestigmasta-S,22-dien-7-ona (172) (ver Figura 2.4). En esta reacción el

porcentaje de B-epóxido (170) variaba entre un 65 y 70 %, mientras que el a-epóxido

(173) se obtenía con un porcentaje que oscilaba entre 0 y 5 %. La distinción entre el a y el

B-epóxido se hacía facilmente por el análisis de los espectros de RMN-IH comparando la

señal del H-6: El isómero B (170) presenta un doblete a 3 ppm con una constante de

partición (J) de 2 Hz, mientras que el isómero a (173) presenta un doblete a 2.9 ppm con
un J= 4 Hz“.

15" eng/(moho El. 1'In.‘_’ + +
TS Ts Ts 0

169 170 172

Figura 2.4. Productos de la reacción de epoxidación de 169 con acetato de cromilo.

La relación óptima de oxidante a sustrato resultó ser 6:1, ya que una mayor

proporción de oxidante resultaba en un aumento de la obtención del producto de

oxidación alílica (172) hasta en un 20%. Este efecto se veía más pronunciado en caso de
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elevar la temperatura de reacción"3 apareciendo además un nuevo subproducto, la

3B-tosiloxí-Sa-hídroxjestigmast-ZZ-en-ó-ona (174). Si la relación era menor a 6:1 la

reacción permanecía sin completarse.

Aunque esta reacción precisaba de condiciones de reacción controladas y se

obtenían distintos subproductos, se convertía en clave para llevar adelante la estrategia

sintética elegida ya que permitía la epoxidación regioselectiva del doble enlace A5 dejando

intacta la cadena lateral. La utilización de otros reactivos epoxidantes como el ácido

m-cloroperbenzoico (mCPBA)65 conducía, dependiendo de la temperatura, a una mezcla

equirnolecular de 58,68 y 5a,6a epóxidos, además de epoxidación parcial en la cadena
lateral.

Para explicar la estereoselectividad de la epoxidación con acetato de cromilo se

propuso un mecanismo según el cual la aproximación del reactivo de CrVI al doble enlace

del anillo era fundamental. Este ataque sería por la cara a del esqueleto esteroidal, debido

al impedimento que representa el metilo angular ubicado en la cara contraria (Ver Figura

2.5). La nueva unión se formaría entre el doble enlace y el átomo metálico del

Cr02(Ac0)2 formado in situ“, ya que la especie A posee estructuras de resonancia del

tipo B y C, donde el átomo metálico actuan'a como aceptor de electrones (ver Figura

2.6).

TS 'I

II. O
ACO\ ¡V/

Cr j/ \
ACO \O

Ts

Figura 2.5. Mecanismo propuesto para la reacción de epoxídación con acetato de
cromilo.
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°\\ I °\\ a0 °\\ I
Crx 6 Crx] fi CrÏ\v

ACO/ ACO ACO/ ACC AcO/ ACC

A B C

Figura 2.6. Estructuras de resonancia del acetato de cromilo (Cr02(AcO)2).

Una vez producido el bloqueo de la cara a, un oxigeno nucleofilico del reactivo

podn'a acercarse por el lado contrario, para obtener el epóxido B (ver Figura 2.5). Estos

hechos explicarían, además, porqué es necesario un exceso de reactivo de cromo.

2.2.2. OBTENCIÓN DE LA FUNCIÓNALIZACION Az-ó-CETO.

Una vez obtenido el 3B-tosiloxi-58,6[3-epoxiestigmast-22-eno (170) el siguiente

paso era obtener la adecuada fiincionalización de los anillos A y B. Se debía eliminar el

grupo tosiloxi para obtener el 56,66-epoxiestigmasta-2,22-dieno (17l), tal como se

mostró en el paso c de la Figura 2.3 (pag. 60). Sin embargo, es necesario aclarar que este

intento no culminó exitosamente; es decir, el compuesto l7l de la Figura 2.3 no pudo ser

obtenido. Por lo tanto, para lograr la función A2-6-ceto, debió cambiarse la estrategia

sintética pensada inicialmente como pasos c, d y e de la Figura 2.3 (pag. 60) por los pasos

c, d y e de la Figura 2.22 (pag. 82).

A continuación, en la sección 2.2.2.1 se relatarán los intentos infiuctuosos

realizados para sintetizar el compuesto l7l. En las secciones 2.2.2.2, 2.2.2.3 y 2.2.2.4 se

detallará la estrategia que finalmente se utilizó para obtener la función A2-6—cetodeseada.

2.2.2.1. Intento de obtención de 58,68-epo¡iestigmasta-2,22—dieno (171) (paso

c, Figura 2.3).

Los primeros ensayos llevados a cabo con distintas bases y distintos solventes

(entradas 1-5, Tabla 2.1), pemiitieron observar que, en condiciones muy suaves, no

ocurría alteración alguna del sustrato 170; por otro lado, en condiciones drásticas

desaparecía totalmente el epóxido obteniéndose una gran variedad de productos dificiles
de identificar.

Por ejemplo, al utilizar carbonato de liti067como base (entradas l y 2, Tabla 2.1),
los resultados variaban considerablemente si se usaba como solvente tetrahidrofiirano

(THF) (p. eb. 65-67°) ó dimetilformamida (DMF) (p. eb. 153°C). En condiciones de

mayor temperatura se obtuvieron una gran van'edad de productos no identificados, además

del producto de formilación en C-3: el



Tabla2.1.Reactividaddederivadosesteroidalesepoxidados.

N v-‘NMV'ÜÚI‘QON O-NMVW‘D_v-ÍI-l-II-l-lv-l 17

substrato

170 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170

182,183 182,183 182,183

Mediode

Li2CO3/DMF
Li2CO3/THF

Colidina

t-BuOK/DMSO

DBU/tolueno

DMA

LiBr/DMF

LiBr/DMSO

LiBr/DMA LiBr/DMA LiCl/DMA LiBr/DMA

DMA

LiCl/DMA

DMA

LiBr/DMA LiCl/DMA

DMA

LiBr/DMA

reacción

tiempo
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EL
¡figura 2.8. Espectros de resonancia magnética nuclear protónica de : a) 3a-formiloxi­

58,63-epoxiestigmast-22-eno (175); b) 3B-tosiloxi-S[3,68-epoxiestigmast-22-eno (170).

Puede observarse el angostamiento de la señal centrada a 4,60 ppm, correspondiente al

H3a axial de 170, al convertirse en el H3|3 ecuatorial de 175 (5,25 ppm). Dicho

angostamiento es propio de la ausencia de interacciones 1,3-diaxiales.
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3a-formiloxi-5[5,68-epoxiestigrnast-22-eno (175) que se obtenía siempre que se utilizaba

DMF como solvente a una temperatura mayor a los 120°C (ver entradas l y 7, Tabla 2.1

SÉ“ M CEE?—>
TsO T>120°C “(no

170 175

Figura 2.7. Condiciones de formilación en presencia de dimetilformamida.

y Figura 2.7).

La estructura de 175 se determinó por su espectro de masa que confirmó el peso

molecular del compuesto y mostró la señal [M-HCOOH], por pérdida de ácido fórmico.

Además la aparición de la señal de fonnilo a 8.1 ppm en espectroscopía de resonancia

magnética nuclear protónica, y la señal a 160.5 ppm en la de carbono-13 apoyaban la

asignación estructural. La inversión en la configuración del C-3 se confirmó por la

modificación de la señal ancha del H-3a axial del tosilato (170), convertida en una señal

aguda en el fonnilo (175), indicando una configuración HB ecuatorial (ver Figura 2.8)63.

Al utilizar colidina (p. eb. l7l-l72°C), diluida en distintas proporciones en THF no

se producía alteración alguna en el sustrato de partida; pero, a reflujo sin solvente, en poco

tiempo se obtenía una gran cantidad de productos no identificados con un alto porcentaje

de conversión (entrada 3, Tabla 2.1).

En el caso de las bases voluminosas como t-butóxido de potasio69 o

l,8-diazabiciclo[5.4.0]-undec-7-eno70 (DBU) (entradas 4 y 5, Tabla 2.1), no se apreciaba

reacción alguna, aún a altas temperamras.

Aquellos casos en que el sustrato 58,68-epoxidado estaba impun'ficado con 172,

se obtenía, aún en condiciones suaves, un producto de eliminación (176) muy

característico por su intensa fluorescencia observada bajo luz ultravioleta (ver Figura 2.9).

¡CEE CEÏ“13 C) -_. C)
172 176

Figura 2.9. Producto de eliminación del 3B-tosilorrdestignmsta-S,22-dien-7-ona(172).
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Por otro lado se utilizó bromuro de litio7l como catalizador de la eliminación, en

solventes como dimetilsulfóxido (DMSO) ó dirnetilforrnamida (DMF) (entradas 7 y 8,

Tabla 2.1). Con dimetilacetamida (DMA) (entradas 9-19, Tabla 2.1) se evitaba la

fomiilación del C-3 y los porcentajes de conversión llegaban a ser del 100% (entradas 9­

14, Tabla 2.1). Además, la ausencia de bromuro de litio se traducía en una falta de

reactividad (entrada 6, Tabla 2.1).

Bajo estas condiciones de reacción, con bromuro de litio como catalizador y DMA

a reflujo, se obtuvo una mezcla de productos que fue posible separar e identificar (entradas

9 y lO, Tabla 2.1). Por un lado, se halló que, a temperaturas superiores a los 110°C, se

obtenía una serie de productos de eliminación, en proporciones similares que pudieron

identificarse completamente (entrada 9, Tabla 2.1 y Figura 2.10) que fiJeron, en su

mayoría, identificados por comparación de sus puntos de fusión, espectroscopía de

RMN-¡H y espectroscopía infi'arroja,con datos obtenidos de bibliografia”. Por otro lado,

la presencia de estígmasta-Z,4,6,22-tetraeno (180) se confirmó tanto por su espectro de

RMN-lI-L como por su espectro ultraviloleta73; además existen referencias bibliográficas

que dan cuenta de eliminaciones a dienos por sometimiento de epóxidos a condiciones

alcalinas”. También, en esas mismas condiciones, se informan casos de migraciones del

C-l9 acompañados de aromatización del anillo A para dar l-metilestigmasta-l,3,5(10),22­

tetrateno (181)75. En todos los casos es dificil asegurar si se obtiene el producto 181 o su

isómero de posición, el 4-metilestigmasta-l,3,5(lO),22-tetrateno. Además, puede

concluirse que los productos 180 y 181 derivan de una reacción paralela a la de formación

de las olefinas 177-179; ya que, al someter los alquenos a reflujo con bromuro de litio en

DMA, en ningún caso se detectó cambio alguno ni aparición de 180 ó 181.

Por otro lado, a temperaturas menores a los llO°C sólo se obtenían el 3a y

3B-bromo-S[3,68-epoxiestigmast-22-eno (182 y 183) (ver Figura 2.10 y entrada 10,

Tabla 2.1). Estas estructuras fueron confirmadas por sus espectros de masa que

mostraban la serie de picos dobles correspondientes a ambos isótopos de bromo. También

se confirmaron por sus espectros de RMN-¡H que presentaban, por un lado, la señal

característica del B-epóxidoó“, y por el otro, la de los H-3B-ecuatorial y H-3a-axial de los

compuestos 182 y 183 respectivamente (ver Figura 2.ll)76.

La obtención de ambos productos (182 y 183), a menor temperatura, haría pensar

un mecanismo donde los epóxidos bromados sen'an intermediarios de reacción. Para

intentar confirmar esta idea se sometió la mezcla de bromuros (182 y 183) a reflujo en

DMA en presencia y ausencia de bromuro de litio (entradas 12 y 13, Tabla 2.1),

obteniéndose, efectivamente, los productos de eliminación 177-181.



Capituol 2 - 68

I É ‘ Í.

1 1 KW 'I

v w u - u u u y u y v y v y u y v

I.I 7.. ¡.0 I.‘ I.’ I.‘ I.O I.I L". LI '.I I.I ¡.0 |.I ¡.0 .I 0..

Figura 2.11. Espectros de resonancia magnética nuclear protónica de : a) 3a-bromo­

58,63-epoxiestigmast-22-eno (182); b) 3B-bromo-SB,6[3-epoxiestigrnast-22-eno (183). La

señal correspondiente al ¡BB-ecuatorial de ¡82 se ubica a campos más bajos (4,66 ppm) que

la correspondiente al H3a-axial de 183 (4,00 ppm). Además, se produce un ensanchamiento

de la señal, efecto producido por la presencia de interacciones 1,3-diaxiales.
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Figura 2.10. Resultados del intento de eliminación de sustituyentes de C-3, sobre

sustratos esteroidales 58,63-epoxidados.

Para explicar la obtención de los productos mencionados (ver Figura 2.10) se

propuso el mecanismo77 que se ilustra en la Figura 2.12a. Los resultados indican'an que la

formación del carbocatión en C-3 por eliminación de un buen grupo saliente, la ausencia

de un nucleófilo apropiado y la alta temperatura, inducin'an eliminaciones y migraciones

intramoleculares durante la apertura del epóxido 56,60. La migración intramolecular del

hidruro de C-6 para dar la cetona parece ser el principal tipo de reordenamiento y

parecería suceder antes de la pérdida del protón del anillo A El catión Li+ asistin'a la

apertura del epóxido actuando como un ácido de Lewis. Para confirmar la importancia de

dicho catión en el medio de reacción se reemplazó el bromuro de litio por cloruro de litio

(entradas ll y 14, Tabla 2.1), obteniéndose resultados que apoyan el mecanismo

propuesto.
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Figura 2.12. Mecanismos de reordenamiento del 58,68-epóxido en distintas condiciones.

Por otro lado, resultó muy interesante someter sustratos incapaces de fomar el

carbocatión en C-3, a esas mismas condiciones de eliminación. Se trató el 38-acetoxi­

56,68-epoxistigmast-22-eno (184) y el 53,6[3-epoxistigmast-22-en-3B-ol (186) con

bromuro de litio en dimetilacetamida a reflujo, obteniéndose el 3B-acetoxiestigmasta-4,22­

dien-6B-ol (185) y el estigmasta-4,22-dien-3B,6[i-diol (187) respectivamente (entradas 16

y 19, Tabla 2.1) (ver Figura 2.13). La reacción se produciría por un mecanismo de B­

eliminación (ver Figura 2.12b) asistida electrofilicamente por el catión litio, para obtener

los alcoholes alilicos correspondientes. Este tipo de reordenamiento ya era conocido en un

medio básico fuerte (t-butóxido de potasio, diisopropilarniduro de litio, dietilamuduro de

litio, etc.)73, donde el epóxido sufn'a la abstracción de un hidróng para dar un alcohol,

pero se desconocía que tal reordenamiento podía ocurrir en un medio alcalino débil donde
el bromuro actuan'a como base en un medio neutro.

M fi
"¡h "ln.

LiBr/DMA
—’.

R RefluJo R

OH

1842R = AcO 185:R = AcO
¡86:R = HO 187:]! = HO

Figura 2.13. Productos de reordenamiento y B-eliminación de un 58,6[3-epoxiden'vado

esteroidal con un mal grupo saliente en C-3.
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En cuanto a la confirmación de las estructuras, los espectros de RMN-¡H de 185 y

187 mostraban una señal a 5,4 ppm que integraba para un sólo hidrógeno, lo que

aseguraba la presencia de la insaturación en C-4 y C-5 (ver Figura 2.14). La señal aguda

del H-6 a 4,2 ppm, indicaba en ambos casos una configuración 66-axial para el

hidroxiloós. A la misma conclusión se arriba observando la señal del Me-l9, que muestra

un desplazamiento a campos más bajos por la presencia del hidroxilo B-axial en C-679. El

espectro de masa de 185 muestra las señales de [M-HZO] y [M-AcOH], mientras que el

de 187 presenta las de [M-HZO] y [M-2H20] (ver Figura 2.15).

Como resultado de los estudios realizados sobre 58,68-epóxidos esteroidales

portadores de sustituyentes en C-3 con carasterísticas de buenos o malos grupos

eliminables, se generalizó la reactividad de los mismos tal como se indica en la Figura

2.12. Esta reactividad diferencial consiste en una B-eliminación en el caso de ser dificil la

formación del carbocatión en C-3; y, una serie de reordenamientos simultáneos a la

apertura del epóxido, en caso de que dicho carbocatión se formara previamente. En

nuestro caso, la formación del carbocatión en C-3, proveniente de la eliminación del grupo

tosiloxi de 170 ó bromuro de 182 y 183, se ve favorecida por las condiciones E1 de la

reacción, consistentes en la presencia de una base débil como el bromuro, la alta

temperatura y un solvente de relativamente alta constante dieléctrica (8= 38)".

Para confirmar la mayor estabilidad relativa de la especie carbocatiónica cetónica

frente a la epoxidada, es decir la factibilidad del reordenamiento propuesto, se realizó un
estudio conformacional. Para llevar a cabo dicho estudio se buscaron las estructuras de

mínima energia de los reactivos, productos e intermediarios de reacción (ver Figura 2.16).

2.2.2.1.1. Esmdio dela estabilidad relativa de los intermediarios dela reacción de

de5fl,6fl-epaxiderivadosesteroidalaconbuenosgrupossalientaenC-3.
Para la optimización de las estructuras80 se utilizó primeramente mecánica

molecular, aplicando el campo de fuerzas mm+ considerado apropiado para el tipo de

moléculas en cuestión, logrando obtener de esta forma una correlación considerada

"buena". Luego de haber preoptimizado la geometría hasta un gradiente de 0,05 Kcanol,

utilime el método de minimización de segundo orden desarrollado por Newton­

Raphsonal, se concluyó la optimización utilizando el grupo de parámetros semiempíricos

AM132. Ambas metodologías se consideraron apropiadas para las estructuras en cuestión

por tratarse de curaciones pararnetrizadas con moléculas similares.

Para iniciar el estudio asumimos las siguientes consideraciones:

l- Como mencionamos anteriormente las condiciones de reacción son tales que

favorecen la formación del carbocatión en C-3 (El).
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Figura 2.14. Espectros de resonancia magnética nuclear protónica de:

a) 3B-acetoxiestigmasta-4,22-dien-ófi-ol (185); b) estigmasta-4,22-dien-3B,6I3-diol (187).

En ambos espectros se observa una seña] angosta a 4,2 ppm correspondiente a] H-ó. Dicha

señal indica una sustitución ófiOH-axial, confirmada por la señal significativamente

desprotegida del Me-19 (1,28 ppm).
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Figura 2.15. Espectros de masa por impacto electrónico de: a) 3B-acetoñestigmasta-4,22­

dien-óB-ol (185) (m/z 470); b) estigmasta-4,22-dien-3B,6[3-diol (187) (m/z 428). Pueden

apreciarse las pérdidas [M-AcOl-I] (m/z 410) y [M-H20] (m/z 452) de 185; y [M-HZO] (m/z

410) y [M-ZHZO] (rn/z 392) de 187.
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2- El carbocatión se forma antes del reordenamiento, y éste ocurre antes de la
eliminación.

3- La cadena lateral unida al esqueleto esteroidal está lo suficientemente lejos

como para no afectar los centros estudiados.

4- El campo de fuerzas mm+ y el grupo de parámetros semiempin'cos AM1 son

apropiados para estudiar este tipo de moléculas.

Cabe señalar, antes de iniciar cualquier análisis, que al hacer referencia a "familias

de compuestos" se estará haciendo referencia a dos de ellas: por un lado, a la "familia de

los epoxidados" que incluye los compuestos con la función 53,68-epóxido (170, 188 y

l7l, Figura 2.16; y columnas l, 2 y 3, Tabla 2.2 respectivamente); y por otro lado, a la

"familia de los cetónicos" que incluye los compuestos con la fiinción 6-ceto (190, 189 y

179, Figura 2.16; y columnas 4, 5 y 6, Tabla 2.2 respectivamente). Por otro lado,

haremos referencia a "pares" cuando se quiera compara un den'vado epoxidado y su

correspondiente derivado cetónico (columnas l y 4; 2 y 5; 3 y 6, Tabla 2.2).

ï AE=2100Kai/mol

W m

AE=-l3l¡(cal/mol
__.. —.

Too

170 ¡71188

E= -6767 ¡(cal/mol E= -4667 Kcal/mol E= -4798 ¡(cal/mol

AE= -38 ¡(cal/mol AE= -38 Kcal/mol

m
AE=2100Kai/mol AE= -l 31 ¡(cal/mol—-> -—->

Tao

190 o 189 o

E= 4836 Kcal/mol

LAE= -38 ¡(cal/mol

179 o

E= -6805 ¡(cal/mol E= -4705 KcaJ/mol

Figura 2.16. Diferencias y valores absolutos de energía80 para las confonnaciones de

minima energia de los compuestos 170, 171, 190 y 179, y para los intermediarios 188 y
189.



Tabla 2.2. Angulos diedros y de enlace de las moléculas estudiadas.
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Familia de los emñdados Familia de los cetónicos
Columna l 2 3 4 5 6__.,__
Angulosa 170 188 171 190 189 179

1-2-3 109 113 121 110 116 123
2-3-4 112 122 122 llO 124 123

A 3-4-5 113 117 115 108 116 112
N 4-5-10 119 ll8 119 113 113 113
l 5-10-1 111 109 110 108 108 109
L 10-1-2 115 112 113 113 113 114
L 1-2-3-4 64 16 1 57 8 l
0 2-3-4-5 -53 15 15 -59 -11 -16

3-4-5-10 39 -9 3 59 36 46
A 4-5-10-1 -33 -25 -32 -55 -57 -59

5-10-1-2 43 56 46 52 55 43
10-l -2-3 -60 -53 -34 -55 -31 -16

10-5-6 121 122 121 110 110 111
5-6-7 122 120 121 113 114 115

A 6-7-8 112 112 111 112 112 112
N 7-8-9 110 lll 110 lll 112 111
I 8-9-10 113 112 113 111 111 111
L 9-10-5 lll lll 112 107 107 110
L 10-5-6-7 -2 -4 -3 -57 -57 -54
O 5-6-7-8 24 21 26 51 51 51

6-7-8-9 -54 -50 -55 -49 -50 -51
B 7-8-9-10 65 64 63 56 57 58

8-9-10-5 -42 -45 -38 -60 -61 -60
9-10-5-6 11 15 8 60 60 57

‘En esta columna se señalan los ángulos -nombmndo los carbonos que lo forman- cuyos valores se

explicitan (en grados) en las smesivas columnas.

Lo primero que se observa es que existe una diferencia de energía constande de

38 Kcal/mol entre ambas "familias" (Figura 2.16), lo cual estan'a muy relacionado con las

tensiones que se originan en el anillo B de la "familia de los epoxidados" debido a los

ángulos de enlace de los C-5 y C-6. Estos ángulos tienden a aproximarse a 118°, propio de

un epóxido, alejándose de 111° valor del ángulo en un esqueleto carbonado de seis

miembros (ver ángulos 10-5-6 y 5-6-7 del anillo B, colmnnas l, 2 y 3, Tabla 2.2, y

comparar con los correspondientes en las columnas 4, 5 y 6). Por otro lado, esto afecta los

ángulos diedros de todo el anillo deformándolo, pero principalmente el 10-5-6-7 que
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tiende a ponerse plano (ver ángulos 10-5-6-7, 5-6-7-8 y 9-10-5-6 del anillo B, columnas l,

2 y 3, Tabla 2.2 y comparar con los correspondientes en las columnas 4, 5 y 6). Además,

el sustituyente de C-6 está cuasi-ecuatorial lo que denuncia una rotación del enlace entre

C5-C6 al formar el epóxido (ver Figura 2.17). Todos estos factores, que introducen

tensiones y defonnan el anillo B de la "familia de los epoxidados", son prácticamente

inexistentes en la "familia de los cetónicos", observándose que tanto los ángulos de enlace

como los diedros se mantienen en valores cercanos a los correspondientes a un esqueleto

carbonado de seis miembros (ver anillo B, columnas 4,5 y 6, Tabla 2.2). Esta diferencia

conforrnacional se observa gráficamente en las Figura 2.18 y 2.19, donde se muestran las

estructuras de minima energía de ambas familias. Comparando la Figuras 2.18 y 2.19 se

observan dos cosas: la primera es que la silla del anillo B de la "familia de los cetónicos"

no se deforma mucho a pesar del carbonilo. La segunda es que, dentro de cada una de las

"familias", la forma del anillo B no varía mayormente.

Observemos ahora los valores de los ángulos para el anillo A. Este se deforma

principalmente sobre el C-3 de ambas familias al convertirse primero en un carbocatión

(188 y 189) y luego en una olefina (171 y 179), haciendo que su ángulo de enlace tienda a

120° (ver ángulo 2-3-4 del anillo A comparando la columna l con la 2 y 3, y la columna

4 con la 5 y 6; Tabla 2.2). El aplanamiento de ese lado del anillo se confirma por el valor

que toman los ángulos 1-2-3-4 y 2-3-4-5 del anillo A dentro de cada "familia" (ver Tabla

2.2). Al comparar las Figura 2.20 y 2.21 se observa que los cambios estructurales del

anillo A durante las transformaciones del tosilato (170 y 190) al carbocatión (188 y 189),

y de éste al producto de eliminación (l7l y 179), son similares para ambas "familias".

En definitiva llegamos a la siguiente conclusiones:

l- La deformación del anillo B producida por la presencia del epóxido aumenta la

energía de la "familia de los epoxidados", en 38 Kcal/mol respecto de la "familia de los

cetónicos" (ver Figura 2.16). Esta diferencia es constante debido a que las modificaciones
en el anillo A no alteran sustancialmente la forma del anillo B.

2- La diferencia de energía de 2100 ¡(cal/mol que existe para la obtención de la

especie carbocatiónica y de l3l kcal/mol para obtener la olefina, se repite para cada

"familia" (ver Figura 2.16). Esto indicar'iaque tales diferencias se deben exclusivamente a

las transformaciones sufiidas por el anillo A, ya que dentro de cada "familia" la forma del
anillo B no se modifica.

Para confirmar totalmente el mecanismo ilustrado en la Figura 2.12, deben’a

incluirse un estudio de los estados de transición entre los intermediarios de reacción

planteados (188 y 189) para obtener la barrera de energía de cada transformación. El



Capítulo 2 -77

Figura 2.17. Cortes parciales del anillo B del 3B-tosiloxi-SB,óB-epoxiestigmast-22-eno

(170). a) Vista del ángulo diedro 10-5-6-7 donde puede apreciarse su planaridad. b) Vista

de frente del enlace entre C-6 y C-7 donde puede apreciarse la posición cuasi-ecuatorial

del H-ó entre los H-7a y H-7B, axial y ecuatorial respectivamente.
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Figura 2.18. Estructuras de mínima energía de la "familia de los epoxidados": a) 3B­

tosiloxi-SB,68-epoxiestigmasta-ZZ-eno (170); b) carbocatión 58,68-epoxjdado

intennedian'o (188); c) 5[3,613-epoxiestigmast-2,22-dieno (171). Se puede observar que la

forma del anillo B prácticamente no van'a. Además, se aprecia la diferencia con el anillo B de

la familia de los cetónicos ilustrados en la Figura 2.19.
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Figura 2.19. Integrantes de la "familia de los cetónicos". a) 3B-tosiloxiestigmast-Z2-en-6­

ona (190); b) carbocatión cetónico intermediario (189); c) estigmasta-2,22-dien-6-ona

(179). Puede notarse la escasa deformación en el anillo B, que introduce el carbonilo en C-6

respecto de la silla. Además, se aprecia la diferencia con el anillo B de la familia de los

epoxidados ilustrados en la Figura 2.18.
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Figura 2.20. Estructuras de minima energía de la "familia de los epoxidados": a) 3B­

tosiloxi-S[3,66-epoxiestigmast-22-eno (170); b) carbocatión 58,68-epoxidado

intermediario (188); c) 5[3,6%epoxiestiginast-2,22-dieno (171). Se aprecian los cambios

en el anillo A consistentes en el aplanamicnto sucesivo del ángulo de enlace del C-3.
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Figura 2.21. Integrantes de la "familia de los cetónicos". a) 3B-tosiloxiestigmasta-ZZ-en-ó­

ona (190); b) carbocatión cetónico intermediario (189); c) estigmast-2,22-dien-6-ona (179).

Los cambios son similares a los de la "familia de los epoxidados".
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presente estudio constituye, entonces, un estudio preliminar que apoya el mecanismo de

reordenamiento intramolecular, propuesto en la Figura 2.12, entre una especie de mayor

energia (188) y otra más estable (189). Sin embargo, no se puede con estos únicos
elementos confirmar dicho mecanismo.

2.2.2.2. Apertura reductiva del SB,6B-epóxido(paso c, Figura 2.22).

. "a "a "a
Estigmasterol—> —b> L.

(¡36)
A00 ACC ADO

191 184 o"

HO

H0

HH- 1"; H0. __

.1. _°. | -L­
“o HO‘"

0 0 0
179 12: 22(R),23('R)

55: 22(S),23(S)

n.(AcO)2/Py b.Cr03/(AcO)20 chidruro d.l-CCP;2-KOH/etanol ¿base/A f.OsO4/NMO.

Figura 2.22. Nueva estrategia propuesta para la síntesis de la 24-homoetilcastasterona

(12).

Ante la imposibilidad de llevar a cabo la reacción de eliminación deseada bajo las

condiciones ilustradas en el Figura 2.3 (pag. 60), se decidió cambiar el enfoque sintético

del problema. Se propuso una nueva estrategia que se muestra en la Figura 2.22

respetando el esquema retrosintético original (ver Figura 2.2, pag. 59) y manteniendo las

mismas etapas clave. La diferencia fundamental con la pn'mer estrategia sintética consistió

en que una vez obtenido el epóxido éste deben’a trasformarse en el grupo 6-ceto, y

posteriormente, se eliminar-íael grupo de C-3 para obtener el A2 según se muestra en la

Figura 2.22. Se requería, entonces, encontrar un método apropiado para abrir el epóxido

reductivamente y obtener el derivado Sa-H-ó-hidroxilado (ver paso c, Figura 2.22),
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correspondiente, que luego se transformada el grupo Sa-H-ó-ceto (ver paso d, Figura

2.22 y Figura 2.23).

m ¿ww

zi “a "a[0]—>

Figura 2.23. Secuencia de apertura reductiva y oxidación para obtener el grupo 6-ceto.

La apertura reductiva de un epóxido ocurre generalmente por medio de un

mecanismo trans-diaria]. En el caso de la apertura reductiva del B-epóxido, la obtención

de un B-hidroxilo axial en C-6 sen'a resultado del ataque de un hider sobre el C-S del [3­

epóxido. Sin embargo, la existencia de antecedentes de apertura de epóxidos que no
transitan este mecanismo83 nos llevó a un axhaustivo estudio de las condiciones de

reacción. Por otro lado, el 58,68-epóxido de partida debia estar libre de contaminación

con a-epóxido, ya que la apertura reductiva de éste daria como resultado un SOL-hidroxi­

compuesto, producto de la apertura trans-diaria] por el ataque de un hider sobre C-6,

según se muestra en la Figura 2.24.

EJ
H‘

I“ I“z ¡##sz
Figura 2.24. Productos de apertura trans-diaria! de a y Bepóxidos esteroidales.

Ï __.
2

¡r

El 3B-tosiloxi-S[3,68-epoxiestigmast-22-eno (170) no podia ser utilizado como
sustrato debido a la labilidad del tosiJo frente a condiciones nucleofilicas reductivas
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fuertes. Debido a que la B-epoxidación directa sobre el estigmasterol daba muy bajos

rendimientos, se utilizó, entonces, el 3B-acetoxi-SB,6I3-epoxiestigmast-22-eno (184)

obtenido por epoxidación regioselectiva del derivado acetilado del estigrnasterol (191),

según se relató anteriormente en la sección 2.2.1 del presente Capítulo (pag. 60). En la

Figura 2.25 se muestran los distintos productos de epoxidación obtenidos sobre el sustrato

acetilado, con sus correspondientes rendimientos.

“H. "H. “'I. “H.

—> + +

Ac Ac Ac 0 Ac
191 134 192 193

70%-80% lO%-20% 0%40%

Figura 2.25. Productos de epoxidación del acetato de estigrnasterol (191) con acetato de
cromilo.

Posteriormente, la aparición en literatura de otra reacción de epoxidación estereo y

regioselectiva que utilizaba una mezcla de sulfato de cobre y pennanganato de potasio como

reactivos, en una reacción en fase heterogénea con t-butanol como agente de transferencia

de fase34 y agua en cantidades catalíticas, permitió obtener rendimientos similares a los

obtenidos con acetato de cromilo, con la ventaja de no generar los subproductos de

oxidación alilica. Estos factores unidos a su mayor facilidad operativa hicieron que se

utilizara preferentemente como método de epoxidación.

Al utilizar 184 como sustrato de la apertura reductiva se esperaba obtener el 56,68­

eporidstigmast-ZZ-en-3B-ol(186) como producto previo a la apertura reductiva del epóxido

(ver Figura 2.26). Una vez detectadas las condiciones de apertura reductiva del epóxido se

buscan'a un grupo protector más apropiado que el acetato, que luego pudiera ser eliminado

facilmente (ver sección 2.2.2.3.3 del presente Capítulo, pag. 94).

«CÉA—»"“m
A

184 186

Figura 2.26. Reducción del acetilo de C-3 con hidruro.
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Los primeros ensayos se realizaron con trietilborohidruro de litio (superhidruro®­

LiB(Et)3)85 en tetrahidrofiirano anhidro a distintas temperaturas, en distintas proporciones y

con distintos catalizadores (ver Tabla 2.3).

Inicialmente se trabajó a temperatura ambiente, observándose inmediatamente la

reducción del grupo acetilo, dejando libre el hidroxilo de C-3 (entrada l, Tabla 2.3).

Aumentando el tiempo de reacción y el número de equivalentes de hidmro los resultados

obtenidos fiJeron los mismos (entradas 2 y 3, Tabla 2.3). Se decidió aumentar la

temperatura, pero no se observó ningún cambio aún con largos tiempos de reacción

(entradas 4 y 5, Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Condiciones de apertura del 58,6[3-epóxido con trietilborohidruro de lito.

N n° equivalentes de. Temperatura tiempo producto catalizador
H' (°C) (h)

l 2 t. a. 1.5 186 ninguno

2 4 t. a. l 186 ninguno

3 4 t. a. 18 186 ninguno

4 4 Reflujo 2 186 ninguno

5 6 Reflujo 20 186 ninguno

6 6 Reflujo 3.5 186 Iz/Zn

7 10 Reflujo 12 186 IZ/Zn

Finalmente, se agregó ioduro de zinc, un ácido de Lewis, para intentar facilitar la

apertura del epóxido, de manera tal que actuara como catalizador electrofilico debilitando el

enlace C-036. Ni aún a reflujo y con largos tiempos de reacción se obtuvo otro producto

distinto al de reducción del acetato (entradas 6 y 7, Tabla 2.3).

La conformación cuasi ecuatorial de los sustituyentes de C-5 y C-6 hacen que el

anillo A se repliegue sobre la cara a de tal forma que cualquier reactivo que se acercarse al

C-5 por la cara inferior se encontraría con el impedimento estético que representa el anillo A

por un lado, y los C-7 y C-9 por el otro. La Figura 2.27 ilustra la conformación de mínima

energía del 3B-acetoxi-SB,6[3-epoxiandrostano estructura esteroidal que representa

perfectamente la situación presentada con el compuesto 184.

Seguidamente, se realizaron intentos de apertura con hidruro de litio y aluminio

como agente reductor menos voluminoso”. Los resultados se resumen en la Tabla 2.4. A

temperatura ambiente y sin catalizador sólo se redujo el acetilo de C-3 (186) (entrada l,
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Figura2.27.Moléculade3B-acetoxi-SB,6[3-epoxiandrostanoobservadadesdelacaraa.LosC-l,C-3yC-4delanilloAylosC-6, C-7yC-9delanilloB,rodeanalC-Sbloqueandoelaccesoacualquiergrupoqueseacercaseporlacaraa.
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Tabla 2.4). Pero al someter la mezcla de reacción a condiciones más enérgicas, aumentando

la temperatura y el tiempo de reacción, se obtuvo una mezcla 1:1 de

estigmast-ZZ-en-3B,6B-diol (194) y estigmast-ZZ-en-3B,SB-diol (195), resultado del ataque

del hider a C-S y C-6 respectivamente(ver Figura 2.28).

Tabla 2.4. Condiciones de apertura del epóxido con hidmro de litio y aluminio.

N catalizador tiempo temperatura productos % de
(h) (2C) conversión

l ningtmo S t. a. 186 100

2 ninguno 18 reflujo 194,195 100

(lzl)
3 Iz/Zn 5 reflujo 194,195 100

(2.511)

4 12/2n 18 reflujo 194,195 100

(1:1)

5 AlCl3a 2 0 194,195 60

(2.5:1)

6 AlCl3a 3 t. a. 194,195 100

(3:1)

7 AlCl3a 2 reflujo 194,195 100

(2.521)

‘ LiAlH4: AlCl3 (1:2).

[H'] +
H

A ¡34 194 OH H ¡95 o“

Figura 2.28. Productos de reacción 184 con hider de litio y aluminio.

El espectro de masa del compuesto 194 confirma su peso molecular y muestra la

señal correspondiente a la pérdida de una molécula de agua [M-HZO]. Por otra parte, la

posición del Me-l9 muy desprotegido, en el espectro de RMN-¡PL sugiere la existencia de
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un GB-hidroxilo79, hecho que se confirma por la señal aguda del H-óa indicando

interacciones propias de un hidrógeno ecuatorial“.

El espectro de masa de 195 permite determinar que se trata de un diol de peso

molecular 430. Por otro lado, Ia comparación de sus espectros de RMN-13€ común y DEPT

indica que uno de sus hidroinos se encuentra sustituyendo carbono cuateman'o (C-S).

Además, su espectro de RMN-¡H muestra una única señal de protón geminal a hidroxilo

perteneciente al de C-3, por lo tanto el hidroxilo restante sólo puede estar en C-S (ver

Figura 2.29). La confirmación de la configuración SB se realizó en base a las siguientes
observaciones:

l- En el espectro de RMN-¡H la señal del H-3 se presenta como una banda aguda,

propia de una conformación ecuatorial“, hecho que corresponde a un esqueleto esteroidal
con fiisión A/B cis.

2- El espectro de IR indica que el par de hidroinOS de C-3 y C-5 están formando un

puente de hidrógeno intramolecular ya que su señal de estiramiento O-H está desplazada

hacia números de onda menores (3300 cm'])33. Conocida la configuración B del hidroxilo

de C-3, esta situación sólo puede darse tratándose de una estmctura SB-hidroxilada, tal

como se confirma posteriormente por modelado molecular (ver Figura 2.30).

3- La asignación de las señales del espectro de RMN-13€ también aporta datos que

apoyan esta estructura”. En literatura se indica que la configuración A/B cis produce una

interacción del hidrógeno de C-9 con los hidrógenos axiales de C-2 y C-4 produciendo un

com'miento en la señal de C-9 de aproximadamente 14 ppm a campos más altos (ver Figura

2.31). Por otro lado, el hidrógeno axial de C-7 interacciona con el hidrógeno axial de C-4, lo

que también protege al C-7 en aproximadamente 7 ppm. Ambos efectos se verifican en el

espectro de RMN-13€ de 195.

A/B trans A/B cis

Figura 2.31. Comparación de las interacciones de los hidrógenos de C-7 y C-9 para los

3B,5a y 3B,SB-dihidroxi esteroles.
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protóngeminalahidroxilo,pertenecienteaH3a-ecuatorial(4,1ppm),hechoquesólopuedecorresponderaunesqueletoesteroidalSB (A/B-cis).
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4- Existen además, antecedentes de la obtención del isómero SB-hidroxi (A/B cis) en

este tipo de reacciones a pesar de la clara violación a la regla de apertura trans-diaxial de

epóxidoss3.

El agregado de ácidos de Lewis9o pemiitió facilitar el ataque del hidmro al C-5 más

sustituido y realizar la reacción en condiciones más suaves ya que la catálisis electrofilica

debilita la unión C-O del epóxido (ver Figura 2.32). El agregado de ioduro de zinc34

pemiitió llevar la proporción de isómeros ófizsb-hidroxilados de 1:1 a 2,5:1 (entrada 3,

Tabla 2.4). Al prolongar el tiempo de reacción se obtuvo el efecto contrario al buscado, es

decir la disminución de la proporción de 194 (entrada 4, Tabla 2.4).

lfi una“ __-EE2III(5‘)—. ———

OH

Figura 2.32. Efecto catalítico y regiodirector de un catalizador electrofilico frente a la

apertura reductiva del 58,6[3-epóxido.

Se decidió utilizar otro ácido de Lewis, el tricloruro de aluminio (AlCl3), porque en

presencia de hider de litio y aluminio (LiAlH4), forma in situ All-13(alano)91, reactivo

reductor que por sus características electrofilicas favorece la formación del alcohol menos

sustituido9l,92. La siguiente ecuación ilustra la reacción de formación del alano.

suman AlClg—> sue] + 4A1H3

La reacción de 184 con LiAlH4:AlCl3 en una relación molar de 3:1 dio sólo el

producto 186 de reducción del acetilo de C-3. Se pensó, entonces, agregar un exceso de

AlCl3 a la mezcla de reacción, ya que existía un antecedente de apertura de epóxidos en

condiciones similares donde se utilizaba A1H3/2A1Cl3como reactivo para obtener el alcohol

sobre el carbono menos sustituido”. Se llevó adelante la reacción a 0°C hallándose que se

rcpetían los resultados que se obtenían con ioduro de zinc como catalizador (entrada 5,

Tabla 2.4), pero con bajos porcentajes de conversión recuperándose un 40% del reactivo de

partida. Al aumentar la temperatura se obtuvieron mejores resultados, encontrándose que, a
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temperatura ambiente, la relación de isómeros 6B:SB-hidroxilados era similar pero con un

mayor porcentaje de conversión (entradas 6 y 7, Tabla 2.4).

Finalmente las mejores condiciones de apertura reductiva resultaron ser las

indicadas en la entrada 6 de la Tabla 2.4, utilizando un exceso de AlCl3 y en condiciones

suaves de temperatura. Afortunadamente, como se verá en la sección 2.2.2.3.3 del

presente Capítqu (pag. 94), el reemplazo del grupo acetilo de C-3 por un grupo

t-butildimetilsililo permitió obtener 194, en las mismas condiciones, como único producto.

2.2.2.3. Obtención dela 3B-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona(197) (paso d, Figura
2.22).

La obtención del compuesto 194 como producto de la apertura del epóxido del

3B-acetoxi-S[3,óB-epoxiestigmast-22-eno (184), demandaba la búsqueda de un grupo

protector más apropiado para el hidroinO de C-3 de 184 (ver Figura 2.28, pag. 87). Por

otro lado, se desarrollaron altemativas que pemritían utilizar el estigrnast-22-en-3l3,6[3-diol

(194) para proseguir la síntesis, a pesar de la dificultad que constituía el par de hidroxilos

indiferenciados en C-3 y C-6 (notar que en el Figura 2.22, pag.82, los sustituyentes de

C-3 y C-6 están siempre diferenciados).
Los caminos alternativos abordados frente a la necesidad de obtener la

3B-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (197) (ver Figura 2.22, pag 82), a partir del

estigmast-22-en-3B,6[3-diol (194), se detallan en las siguientes secciones.

2.2.2.3.1. Oxidación total y reducción regioselectiva del grupo carbonilo de C-3

(ver Figura 2.33, pag. 93).

2.2.2.3.2. Oxidación regioselectiva del grupo hidroxilo en C-ó (ver Figura

2.34, pag. 93).

2.2.2.3.3. Protección regioselectiva del grupo hidroxilo en C-3 y posterior oxidación

del grupo hidroinO en C-6 (ver Figura 2.35, pag. 94).

2.2.2.3.I. OJa'dacióntotal y reducción regioselectiva del grupo carbom'lo en C-3.

Esta alternativa consistía en oxidar los dos grupos hidroxilo de 194 para obtener

la estigmast-22-en-3,6-diona (196) y transformarla en la estigrnasta-2,22-dien-6-ona (179)

directamente94 (ver Figura 2.33).

La oxidación de 194 con el reactivo de Jones para obtener la dicetona 196 se

llevó a cabo sin dificultades. Posteriormente, se convirtió la cetona de C-3 en el doble

enlace A2, por reacción con amalgama de zinc en presencia de cloruro de trimetilsililo

(TMSCl)94. El rendimiento fire del 50% y no pudo ser mejorado.
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Jones Zna-lgz

H o TMSCl

194 OH 196 0 179 0

Figura 2.33. Conversión de 194 en 179 por oxidación total de dioles y reducción

regioselectiva de C-3.

2.2.2.3.2. regioselectivadelgrupohidraxiloenC-6.
Estaba descripta la oxidación mayoritaria del hidroxilo de C-6 de un esteroide

3,6-dihidroxi funcionalizado95. Las condiciones que se utilizaron fueron suaves y

controladas, obteniéndose los productos ilustrados en el Figura 2.34.

El reactivo utilizado para encontrar las condiciones óptimas fiie el dicromato de

piridonio (DCP) en cloruro de metileno96. Con una relación de DCP/esteroide de l:l

quedaba siempre esteroide de partida sin reaccionar; por otro lado, con una relación de 2:1

la óB-hidroxistigmast-ZZ-en-3-ona (198) desaparecía a expensas de una mayor proporción

de estígmast-22-en-3,6-diona (196), permaneciendo prácticamente inalterada la

proporción de la 3B-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (197). Finalmente, se encontró que la

relación óptima BCP/esteroide era de 1,2:l.

54% 21%
m OH ¡,7 ° 196 o

Figura 2.34. Productos de oxidación del 3B,óB-dihidroxiestigmastan-22-eno(194).

OH 15%
¡98

No se encontró efecto de importancia al variar el solvente97. Finalmente, bajo las

condiciones óptimas encontradas la proporción de productos 19721982196 resultó ser

3,6/1/ 1,4, con un porcentaje de conversión del 100%.

El rendimiento de la reacción y la obtención de subproductos en cantidades

importantes nos llevaron a buscar otras estrategias que permitieran obtener la

3B-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (197) con mejores resultados.
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2.2.2.3.3.Hoteca'ónregioselectivadelgrupohidroxiloen C-3y posterior del
grupo hidraxilo en C-ó.

En este caso teníamos dos opciones: proteger el hidroxilo de C-3 antes de la

apertura o hacerlo a posteriori de esta reacción haciendo uso de una reacción de

protección regioselectiva del hidroxilo de C-3(ver Figura 2.35).

m món ave-em
2 2

186 OH

i apertura protección i

H

194 OH

Figura 2.35. Distintas alternativas para la obtención del estigmast-ZZ-en-3B,6[3-diol(194)

protegido en C-3.

Pasaremos a detallar entonces, las alternativas ilustradas en el Figura 2.35,

denominandolas:i) secuencia protección/apertura y ii) secuencia apertura/protección.

i) Secuencia protección/apemira:

Como mencionamos anteriormente se realizó un estudio para determinar el grupo

protector más apropiado que resistiera las condiciones de apertura reductiva del B-epóxido

y que luego pudiera ser eliminado para obtener el enlace olefinico en el anillo A.

Asumiendo que los éteres de silicio serían los más apropiados por su resistencia a

condiciones nucleofilicas de reacción y su relativa facilidad de remoción, se eligió el

cloruro de I-butildimetilsililo(TBDMSiCl) como grupo protector”. Este grupo podia ser

luego facilmente removido con sales de flúor o ácido acético diluido”.

La estrategia seguida se ilustra en la Figura 2.36 (parte A). La idea consistía en

sintetizar el 3B-acetoxi-SB,6[3-epoxistigmast-22-eno (184) y posteriormente cambiar el

grupo protector del hidroxilo de C-3, por un grupo TBDMSililoxi. Para ello se eliminó el

grupo acetato de 184 reductivamente con una conversión del 100% (ver Figura 2.36

parte A y Tabla 2.4, entrada l, pag. 87). Estas condiciones fueron preferidas frente al

método clásico de saponificación con hidróxido de potasio al 2%, que presentaban
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rendimientos del 50%. Una vez obtenido el compuesto 186 se trataba con

TBDMSiCl/Imidazol/DMF98 a temperatura ambiente por 24 hs, obteniéndose

exclusivamente el producto 199, con un 100% de conversión. Así protegido el hidroxilo

de C-3, se procedió a la apertura del epóxido como se indicó anteriormente (entrada 7,

Tabla 2.4, pag. 87) obteniéndose el 3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-en-óB-ol (201)

como único producto. En este caso, el voluminoso grupo t-butildimetilsililo forzaría el

ataque del hider exclusivamente hacia el C-S, minimizando las interacciones repulsivas

del tipo 1,3-transdiaxiales en el producto final. En las Figuras 2.37 y 2.38 se ilustran,

sobre compuestos modelo, las interacciones repulsivas para las dos alternativas de
reacción.

La apertura del sustrato acetilado (184), bajo esas mismas condiciones daba

como producto final una mezcla resultante del ataque del hidruro en C-S y C-6 debido al

tamaño más pequeño del grupo acetilo (ver Tabla 2.4, Figura 2.28, pag. 86).

“ha
CH:

"si CH; CH,CH3I...._

—> mi I z= ,,.s¡c"’\s/ CH!l
CH,

CliJIllu H H
CH, CH,

“ha

CH, 1 CHSH

CH (¿Ha _. H0 i

3\ÉI/ CEHL
3 -. _K. N"

3 CH: H’ CH lun­

CÏ'Ï3 CH3

Figura 2.37. Distintas alternativas de ataque del hidruro en la apertura del SB,6B-epóxido
de una estructura esteroidal con el voluminoso t-butilidimetilsililo en C-3B.

Otra alternativa consistía en epoxidar directamente el estigmasterol (136) (parte

B, Figura 2.36). Para evitar un gran número de subproductos derivados de la oxidación

del hidroxilo de C-3 con Cr02(AcO)261 se utilizó la reacción en fase heterogenea, con
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Figura 2.38. Estructura de mínima energía de los análogos androstánicos de: a) 3B-t­

butildimetílsililoxiandrostan-óB-ol y b) 3B-t-butildimetilsílíloxiandrostan-SB-ol. Pueden

apreciarse las distintas confonnaciones e interacciones 1,3-diaxiales entre los sustituyentes

de C-3 y C-S ó C-6.
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permanganato de potasio y sulfato de cobre34 en cloruro de metileno como solvente y

t-butanol como agente de transferencia de fase. En este caso, el epóxido 186 fue el único

producto pero los rendimientos no resultaron ser reproducibles variando entre el 20-70%.

Otra posibilidad consistía en proteger el hidroxilo de C-3 con un grupo sililoxi antes de

realizar la epoxidación (ver Figura 2.36, parte C), ya que e'ste era capaz de resistir

condiciones oxidantes. De esta forma se ahorraban los pasos de síntesis que se insumian en

cambiar el grupo protector del C-3. Al utilizar acetato de cromilo el rendimiento no superó

el 20%; además, se obtuvieron los subproductos de sobreoxidación (ver Figura 2.39).

Con el reactivo de epoxidación de permanganato de potasio y sulfato de cobre, no se

obtuvieron mejores resultados.

“a "Hi “H. “H.

—> + +

mousn mousio ‘IBDMSiO 0 mbus'o

202 199 203 204

Figura 2.39. Productos de epoxidación del 3B-sililoxistigmast-5,22-dieno (202).

Una vez obtenida la diferenciación de ambos hidroxilos de la estructura

esteroidal, compuesto 200 (ver Figura 2.36, pag. 95), los pasos siguientes eran oxidar el

hidroxilo de C-6 con clorocromato de pir'idonio96para obtener 201, y desproteger el de

C-399 para obtener la 3B-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (197). Ambas reacciones fueron

cuantitativas y rindieron los productos esperados.

Esta secuencia (parte A, Figura 2.36, pag. 95) resultó ser la más conveniente

para la obtención dela 3B-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (197).

ü) Secuencia aper'turaáaratección:

Según se ha indicado en la Figura 2.35 (pag.94) esta secuencia implica la

apertura reductiva del epóxido y posterior protección regioselectiva del hidroxilo de C-3

en presencia del de C-6. Por modelado molecular pudo observarse que, en la

conformación de mínima energía del estigmast-ZZ-en-3[3,68-diol (194), el hidroxilo de C-ó

se encuentra en un entorno altamente impedido mientras que el de C-3 ecuatorial, se

encuentra más expuesto (ver Figura 2.40). El Me-l9, en una posición relativa 1,3-diaxial

al hidroxilo de C-6, representa una gran obstrucción para cualquier reactivo voluminoso

que pudiera utilizarse. Esto hizo pensar que era posible proteger selectivamente el

hidroxilo de C-3 con algún reactivo voluminoso como el cloruro de t-butildirnetilsililo o de

p-toluensulfonilo.



Figura2.40.AnálisisdelimpedimentoestéricodiferencialenelentornodeloshidroxilosdeC-3yC-6sobreelandrostan-3B,6[3-diol.Situaciónsimilarsedaríaenelcompuesto195.
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Por tratamiento del estigmast-22-en-3B,6[3-diol (194) con TBDMSiCl/Imidazol

se pudo obtener el 3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-en-óB-ol (200) como único

producto, cuya identidad se confirmó por comparación con el obtenido anteriormente (ver

Figura 2.36, pag. 95). Luego se oxidó el hidroxilo desprotegido con clorocromato de

piridonio (CCP)96,y procedió a obtener la 3B-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (197) (ver

parte A, Figura 2.41).

Por otro lado, la tosilación de 194, para obtener el 3B-tosiloxiestigmast-ZZ-en-6l3

-ol (205), y la posten'or oxidación con CCP permitió obtener la 3B-tosiloxiestigmast-22­

en-6-ona (190). Este producto permitía la obtención directa del compuesto 179 por

eliminación del tosilato de C-3, sin tener que obtener el compuesto 197 como precursor

(ver parte B, Figura 2.41), estrategia que pemiitió acortar la síntesis conducente a la

obtención de la 24(S)-homoetilcastasterona (12), tal como se ilustra en la Figura 2.22

(pag. 82).
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194 200: E-TBDMSi 201: E-TBDMSi

205: E-Ts 190: Z-Ts

e
n A °

“'Iu. “H.
d.—

H

O O
¡79 197

n. TBDMSiCl/Im ó TsCl/Py b. CCP c. Bu4NF 71H]: d. l-MsCl/Py 2-LiBr/DMA/ref. e. LiBr/DMA/ref.

Figura 2.41. Secuencia sintética: estrategia apertura protección.

2.2.2.4. Eliminación del hídroxilo de C-3 (paso e, Figura 2.22) .

Una vez obtenida la 3B-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (197) sólo restaba eliminar

el hidroxilo de C-3 para obtener el estigmasta-2,22-dien-6-ona (179). Este último era el
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precursor inmediatamente anterior del patrón de bioactividad que se deseaba obtener: la

24(S)-homoetilcastasterona (12).

Para llevar a cabo tal objetivo se estudiaron dos posibles alternativas que se
analizarán a continuación:

2.2.2.4.1. Eliminación directa del hidroinO de C-3.

2.2.2.4.2. Transformación en un buen grupo saliente y eliminación del hidroxi10 de
C-3.

2.2.2.4.1. Eliminación directa del hítb'axilo de C-3.

Los métodos utilizados para la trasfonnación de un alcohol secundario en un enlace
olefinico son variados. De los más suavesloo’101el tratamiento con sulfato de cobre anhidro

representa un tipo de reacción muy sencilla en fase heterogénea. El inconveniente de aplicar

este tipo de eliminación reside en la presencia de isómeros de posición del doble enlace en el

producto final. Algunas alternativas a este tipo de reacciones utilizan un soporte sólido sobre

el cual se produce la reacción. A este grupo pertenecen las reacciones en fase seca con

cloruro fénico sobre sílica gelloz, y otras en fase líquida como las que utilizaban ácido

p-toluensulfónico103 o sulfato de cobre sobre el mismo soporten)“. Finalmente, se utilizó

sulfato de cobre adsorbido sobre sílica gel (230-400 mesh) en una relación 1:3, que debía

activarse en estufa a 240°C por el lapso de l hora antes de su utilización”. La reacción se

llevó a cabo durante diferentes tiempos, en distintos solventes a reflujo y con fuerte

agitación. Se probó con cloroforrno (entrada l, Tabla 2.5) pero no se detectó cambio

alguno en el producto de partida aún luego de 4 horas de reacción. Se procedió entonces a

realizar la reacción en tolueno, solvente que permitiría elevar considerablemente la

temperatura de reacción (entrada 2, Tabla 2.5). En este último caso, la reacción no se

completaba totalmente, pero se obtuvo el producto deseado con un 20% de rendimiento.

Los resultados no pudieron mejorarse variando la proporción CuSO4 a sílicagel

(entrada 3, Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Condiciones de eliminación ensayadas para la eliminación directa del hidroxilo de

C-3, del 3B-hidroxistigmast-22-en-6-ona (197).

N reïtivo solvente tiemm gh! temp. g°Cj % de 179

l CuSO4/sílicagel (1:3) cloroforrno 4 reflujo 0

2 CuSO4/sílicagel (1:3) tolueno l l reflujo 20

3 Ctfiodsíficaggl (112.5) tolueno 10 reflujo 20
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2.2.2.4.2. Transfonnación en un buen grupo salientey eliminadón del hidraxílo de
C-3.

La conversión del hidroxilo de C-3 de 197 en un buen grupo saliente --tanto un

tosílato (190) (ver Figura 2.4lB, pag. 100) como un mesilato (206)-- y el posterior

tratamiento con bromuro de litio en dimetilacetamida a reflujo, permitió convenir

cuantitativamente el sustrato inicial obteniendo como únicos productos la mezcla de

olefinas esteroidales ilustradas en el Figura 2.42. En dicho esquema pueden apreciarse,

también, los porcentajes de cada uno de los productos obtenidos.

Es interesante comparar los porcentajes relativos de estas olefinas con la

proporción --aproximadamente equimolecular--- en que se obtenían las mismas olefinas en

la eliminaciónde un buen grupo saliente sobre un 56,68-epóxido (sección 2.2.2.1, Figura

2.10, pag 68). Dado que no existen mayores diferencias experimentales entre ambas

situaciones, cabría suponer que las proporciones indicadas en la Figura 2.42 corresponden

a las de equilibrio termodinámico de la eliminación del sustituyente de C-3; mientras que la

situación de eliminación mediada con migraciones intramoleculares muestra un perfil de

equilibrio diferente y más complejo.

3%
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—> 177 o
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l/ 190o
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O c 178
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O
206

727­

1. TsCl/Py b. MsCl/Py c. LiBr/DMA/reflujo ¡79

Figura 2.42. Eliminación del hidroxilo de C-3 de 197.

Esta secuencia (parte B, Figura 2.41, pag. 100 y Figura 2.42), resultó ser la

más conveniente para la obtención de la estigmasta-ZJZ-dien-ó-ona (179).
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2.2.3. DIHIDROXILACIÓN DE LOS DOBLES ENLACES A2 Y A22 (paso r,

Figura 2.22).

La dihidroxilación de olefinas mediante la utilización de 0504 puede llevarse a

cabo bajo cuatros diferentes condiciones experimentales:

l) Dihidroxilación estequeométrica de olefinas.

2) Dihidroxilación catalítica de olefinas.

3) Dihidroxilación estequeométrica asimétrica de olefinas.

4) Dihidroxilación catalítica asimétrica de olefinas.

A continuación se resumirán brevemente las características más sobresalientes de la

reacción de dihidroxilación catalítica asimétrica que se utilizó para llevar a cabo la

dihidroxilación de los dobles enlaces de 179 (Figura 2.43). Posteriormente se describirán

los experimentos realizados tendientes a optimizar la obtención del producto deseado, la

24(S)—homoetilcastasterona (12).

La cis-dihidroxilación de los dos pares de dobles enlaces de 179 mediante

dihidroxilación catalitica asimétrica (DCA) se resume en la Figura 2.43.

l'D

0
¡79 2‘" 22(R),23(R) ¡z

22(8).23(S) ss

Figura 2.43. Dihidroxilación de ambos dobles enlaces de la estigrnasta-2,22-dien-6-ona

(179) para obtener la 24(S)-homoetilcastasterona (12) y su diasterómero 55.

2.2.3.1.Generalidades dela reacción de dihidroxilación con 0s04.

El paso clave de las reacciones de dihidroxilación con tetróxido de osrnio (0504),

válido para cualquiera de las cuatro condiciones experimentales planteadas, es la

formación del glicolato II, que en presencia de piridina se acelera considerablementelos'

109(ver Figura 2.44). Los mecanismos propuestos para explicar la transformación del

enlace olefinico en un diol vecinal en presencia de 0504 son dos: originalmente, Bóseken

y Criegee, propusieron un mecanismo de adición [3 + 2] concertado entre el 0504 y la

oleiinalo5'109 (ver Figura 2.44). Por otro lado, Sharpless y un grupo de sus

colaboradores sugirieron una reacción cuyo paso inicial seria la formación reversible de un



Capitulo 2 - 104

osmaoxetano intermediario (I), producto de una adición [2 + 2], seguida de un

reordenamiento del mismo para dar el glicolato final (11)110,lll (ver Figura 2.44). En

ambos casos la hidrólisis del glicolato resultaría en la obtención del diol.

0 o
II [2:31 | IO/> Hocake * / ‘PT07047 _’ /°S‘° _’ “CV

o o l C)/l
Py Py Py

r Il

I [3+2] Ï

Figura 2.44. Mecanismo de dihidroxilación de dobles enlaces con OsO4/Piridina105‘109.

Recientes observaciones han aportado evidencias termodinámicas“2 que

favorecen'an el mecanismo de adición [2 + 2] propuesto por Shar'pless. Por otro lado, se

han realizado cálculos ab inicio que demuestran que los osmaoxetanos (I) son minimos

energéticamente accesibles en la superficie de energía potenciall 13,114.

La posterior hidrólisis del glicolato libera el diol correspondiente y una especie

reducida de osmio (OsVI).

2.2.3.2. Dihidroxilación catalítica con 0304.
Tal como se mencionó anteriormente existe la posibilidad de llevar a cabo la

dihidroxilación en forma catalítica. Para tal fin se requiere introducir en el medio de

reacción algún co-oxidante que permita regenerar la especie oxidante, el OsVIH, y así

reiniciar el ciclo. Los primeros co-oxidantes en ser utilizados fireron el clorato de potasio y

el clorato de sodio115 y el agua oxigenada en t-butanoll 16r1”; sin embargo la utilización

de estos reactivos conducía a sobreoxidaciones, hecho que constituía una grave limitación

a dichos métodos. Otros co-oxidantes diseñados para evitar la sobreoxidación son el

t-butilhidroperóxido”8 y óxidos de aminas terciarias como el N-óxido de

N-metilmorfolina (NMO)“9. Recientemente, se ha añadido a esta lista el ferricianuro de

Potasio [K3Fe(CN)6]‘2°.

Otro punto importante en una reacción de dihidroxilación catalitica es la elección

del solvente de reacción, lo que determina el co-oxidante a utilizar y las caracteristicas del
ciclo catalitico involucrado. La utilización de NMO como co-oxidante lleva a la
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utilización de un sistema homogéneo de reacción, con el tipo de ciclo catalítico que se ilustra

en la Figura 2.45.

rr

fi Ciclo primario NMM Ciclo secundario o
(3:0 (Alta enantioselectividad) (Baja enantioselectividad) R ll _,. R

(5" NMO R r0“ “R
l; rrr
' Roff/7'

L x _o r.o‘l l
L

R

\=\ R R Hzo
R > <

HO OH

L= ligando; NMM= N-metilmorfolina; NMO= N-óxido (k N-metilmorfolina

Figura 2.45. Ciclo catalítico de la dihidroxilación catalítica en fase homogenea.

El primer paso es la formación del éster glicolato (I) de OsVI, que reacciona

oxidándose reversiblemente con una molécula de NMO para formar el trioxoglicolato (Il)

(ver Figura 2.45). Posteriormente, este tn'oxoglicolato (II) especie de OsWH, se hidroliza

para regenerar OsO4 y liberar el diol correspondiente. Esta secuencia constituye un ciclo

catalitico primario altamente enantioselectivo siempre que el ligando L sea un inductor de

quiralidad. Dicha inducción quiral fracasa si el tn'oxoglicolato (II) tiene una vida media tal

que le permita la complejación con otra molécula de olefina. Si esto ocurre se forma un

bistn'oxoglicolato (lll) tal como se ilustra en la Figura 2.45. La formación de este

bisglicolato (III) implica la pérdida del inductor quiral produciendo una perdida de la

enantioselectividad. El ciclo secundario se completa con la hidrólisis de una molécula de diol

y la posterior reoxidación del osmio. De esta explicación se desprende que la única forma de

lograr reacciones enantioselectivas con esta metodología es minimizando la proporción del
ciclo secundario. Para ello es necesario maximizar la velocidad de hidrólisis del

trioxoglicolato(Il), la concentraciónde olefina que tiende a formar el
bistn'oxoglicolato(lll) y lavelocidadde fomtaciónde esteúltimo.En este sentido
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la principal modificación experimental tendiente a solucionar el problema consiste en agregar

lentemente la olefina al medio de reacción manteniendo siempre baja su concentración. Otra

manera de solucionar dichos problemas es utilizar ciclos catalíticos en fase heterogéneaul.

La utilización de K3Fe(CN)6/K2CO3 como co-oxidantes implica la utilización de

una mezcla t-butanol/agua (1:1) como solventes separados en dos fases. La secuencia de

reacciones que se postulan ocurren en estas condiciones se ilustran en la Figura 2.46.

R
\ 0504-L

R NL
B

0504
R

obCF)”, 05-0
0' ¡l R R

HO ‘Ho

Fase orgánica

Fasenulosa A
2- 2­

2K2C03 o o 2K2C03
411,0 H0\ ll,OH 0Q II,0H 211,0¡(k\ /()s\

HO II OH o' II OH
O O

2K,Fe(CN)6 2K4Fe(CN)6
2K2C03 2KIICO,

L= ligando.

Figura 2.46. Ciclo catalítico de la dihidroxilación catalitica en fase heterogénea.

En ella puede apreciarse el rol que cumple cada fase en el sistema de solventes.

Inicialmente, en la fase orgánica donde todas las especies involucradas son solubles, se

forma el glicolato entre la olefina y el complejo 0sO4oL (Donde L puede ser cualquier

amina, que en caso de ser un inductor quiral permite obtener el diol en forma
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enantioselectiva). Posteriormente, en la interfase, se hidroliza dicho glicolato liberando el

diol a la fase orgánica y la sal de 05VI a la acuosa. En dicha fase se produce la reoxidación

del osmio a OsVIII por acción del K3Fe(CN)6, convirtiéndolo en una especie de perosmato

que finalmente libera el 0504 a la fase orgánica, regenerando el ciclo (ver Figura 2.46)”?

2.2.3.3. Dihidroxilación catalitica asimétrica.

Aprovechando la afinidad que tiene la molécula de 0504 por aminas se reemplazó la

piridina por otras bases con centros asimétricos en sus estructura. Las más apropiadas

resultaron ser derivados de dihidroquinina (DHQ) y dihidroquinidina (DHQD) derivatizados

en C-9, de los cuales los más usados pueden verse en la Figura 2.47123'126.

Tanto los acetatos como los p-clorobenzoatos fiJeron los primeros derivados

utilizados127. Actualmente los más utilizados son los derivados de fialazinaln, piridilo129 e
indoilol30.

A continuación se detallarán las diferentes condiciones experimentales ensayadas

aplicando la dihidroxilación catalitica asimétrica sobre el sutrato 179.

2.2.3.4 Dihidroxilación dela estigmasta-2,22-dien-6-ona (179).

Al realizar la reacción de dihidroxilación de la estigmasta-2,22-dien-6-ona (179) con

el reactivo de osmio, debe tenerse en cuenta la reactividad diferencial de ambos dobles

enlaces: por un lado, la dihidroxilación del enlace olefinico del anillo A pennite obtener

estereoselectivamente el compuesto 2a,3a-dihidroxisustituido deseado; por otra parte, la

estereoquímica de la dihidroxilación de la cadena lateral es fiJertemente dependiente del

sustituyente de C-24 (ver sección 1.6.3, Capítulo l, pag. 37). Desafortunadamente, la

sustitución 24(S)-alquilica, que posee nuestro sustrato, favorece la dihidroxilación no

deseada ya que rinde mayoritariamente el diasterómero de menor bioactividadl3l'l33. Esta
dificultad se salvó utilizando la reacción de dihidron'lación catalitica asimétrica mencionada

en las secciones anteriores.

Brosa y colaboradores“, informaron la reacción de dihidroxilación catalitica

asimétrica en fase homogénea sobre el sustrato 179. La relación diasteromérica

22(R),23(R)/22(S),23(S) obtenida, resultó ser de 2,6/1, con un rendimiento de 58% del

isómero deseado (entrada l, Tabla 2.6). Estas condiciones de reacción, si bien permiten

obtener excelentes resultados, implican el uso de l equivalente de ligando quiral con lo que

la reacción ya no es catalitica respecto de este costoso reactivo; además, requiere la
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DHQD DHQ

R = H (DHQD ó DHQ)

n (DHQD-A00 ó DHQ-ACO)

R=_E_©_o (DHQD-CLBó DHQ-CLB)

N-N

R= 4570111006 DH)

Ph

R = ODH D ó DH
W Q Q (DHQD-PYRóDHQ-PYR)

N . N
T
Ph

9

R= —C-N 3

DHQD- dihidroqujm'dina,DHQ- AcO- acetato,CLB- p-clorobenzoato,PHAL­

flalazina, PYR - piridilo, IND - indoilo.

[(DHQDh-PHAL ó (DHQ)-PHAL]

(DHQD-[ND ó DHQ-I'ND)

Figura 2.47. Distintos derivados de dihidroquinina y dihidroquinidina utilizados como

ligandos quirales en las reacciones de dihidroxilación catalítica asimétrica de Sharpless.



Tabla2.6.Distintascondicionesdereacciónensayadasparaladihidroxilacióncatalíticaasimétn'cade179.
NsolventeTiempo

gd)

equivalentes

deligando

lt-butanol/agua/THF4-5

(4:1,1:7,2)56

2t-butanol/agua(1:1)546 3t-butanoVagua(1:1)10 4t-butanol/agua(1:1)lO St-butanol/agua/tolueno(7:7:6)lO 6t-butanol/aguaITHF(4:5:1)lO 7l-butanol/agua/THF(2:2:l)10

l
004

1
005

, 02
D

02
’

02
’

0,2

Equivalentes demetinsulf.

0
2:1 2:] 2:1 2:] 2:1

%conv.

100 93 100 100 100 100

%de207

45 72 81 31 53 30

%12n

58
27,5 0-2 0-2 138

7

182

7
34

RR/ssb

2,6/1 1.5/1
2/3

1,2/1
2/1

'Calculadossobrelamasainicialdeolefina. b Proporcióndeisómeros22(R),23(R):22(S),23(S).
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utilización de Os04,compuesto volátil de riesgosa manipulación.

McMorris y colaboradores“, realizaron la reacción de dihidroxilación en fase

heterogénea sobre el mismo sustrato (179), obteniendo un rendimiento del 27,5 % del

isómero 22(R),23(R) y un 18% de su diasterómero 22(S),23(S) y recuperando un 45% de]

producto con dihidroxilación del anillo A únicamente (207) (entrada 2, Tabla 2.6).

En nuestro caso, la reacción de dihidroxilación catalitica asimétrica se llevó a cabo

en fase heterogénea, utilizando osmato de potasio dihidrato (K20s02(OH)4) como agente

oxidante, además de una mezcla K3Fe(CN)6/K2CO3 como co-oxidantes en una

proporción de 3:1 con respecto a la cantidad de equivalentes de esteroide (ver Figura

2.45). Se utilizó la dihidroquinidinftalazina [(DHQD)2-PHAL] como ligando quiral en

cantidades catalíticas (ver Figura 2.47, pag. 108) y se agregó metansulfonamida como un
acelerador de la reacciónl39tl40.

Las diferentes condiciones de dihidroxilación catalítica asimétrica ensayadas en

nuestro laboratorio se detallan en la Tabla 2.6, entradas 3-7. En tales ensayos se dejaron

fijas las cantidades de osmato (0,05 eq/eq de olefina), y de K3Fe(CN)6 y K2CO3 (3 eq/eq

de olefina). Inicialmente se varió sólamente la cantidad de metansulfonamida (entrada 3,

Tabla 2.6), pero aún aumentando el tiempo de reacción sólo se logró obtener el

20.,3a-dihidroxiestigmast-22-en-6-ona (207), producto de dihidroxilación parcial del

sustrato (ver Figura 2.43, pag. 103). Se aumentaron las cantidades de ligando quiral y

metansulfonamida, pero sólo se logró mejorar la obtención de 207 (entrada 4, Tabla 2.6).

Se decidió, entonces, cambiar la mezcla de solventes para aumentar la solubilidad

de los sustratos que resultó ser baja en t-butanol-agua (1:1). Utilizando una mezcla que

contenía tolueno se obtuvo el producto tetrahidroxilado con una relación 3:2 a favor del

22(S),23(S) (12) con un rendimiento del 13,8% (entrada 5, Tabla 2.6). El reemplazo del

tolueno por tetrahidrofurano mejoró el rendimiento y la relación de diasterómeros

(entradas 6 y 7, Tabla 2.6).

4.3. RESUMEN.

En el Esquema 2.1 se detallan todas secuencias sintéticas realizadas para obtener

la 24(S)-homoetilcastasterona (12) y que han sido detalladas en el presente capítulo. En

dicho esquema se indican como notas al pie los rendimientos de cada una de las

reacciones. La estrategia más conveniente se encuentra marcada con las flechas de color
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rojo y constituye una alternativa sintética diferente de todas las publicadas hasta el

presente.

El rendimiento global para la obtención de la (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,22,23­

tetrahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (12), a panir de estigmasterol (136) fue de 6% en siete

pasos de sintesis.
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3.1. INTRODUCCION.

Como mencionamos anteriormente la sintesis de análogos de brassinosteroides

tiene un doble objetivo: por un lado, encontrar algún análogo que supere la actividad de

los compuestos naturales; y por otro, realizar estudios de estructura-actividadl'7.

La mayor parte de las publicaciones sobre síntesis de análogos se centran en

modificaciones de la cadena lateral, ya que en el intento de arribar a la cadena del

brassinólido se obtuvieron gran cantidad de brassinosteroides modificados. Son muy

escasos los ejemplos de cambios de firncionalización en los anillos A y B. Existen muy

pocos trabajos que investiguen, en particular, el efecto de la modificación del sustituyente

de C-S, posición muy importante por determinar el tipo de fiisión de ambos anillos.

Recientemente se estudió el efecto del cambio de una configuración Sor por una 563.

Nuestra idea fue sintetizar una serie de análogos de castasterona

24(S)—homoetilsustituidos, homólogos a los descriptos en el capitulo anterior, con la

particularidad de que poseen un hidroxilo en la posición 5a. En la Figura 3.1 se muestran

los seis análogos de castasterona Sa-hidroxilados, sintetizados.

163: R. - a-OH R2- a-OH 22(R).ZKR)

ra: R¡- a-OH R2- a-OH msnm)

¡65: R, = H R2- 5-9: 2200.2401)

166: R¡ - rr R2- 5.a: 22(sr23(s)

m: nl - H Rz-B-MO 22mm!)

rca: R¡- H R2- B-AeO msnm)

Figura 3.1. Análogos de castasterona, Sor-hidroxilados, sintetizados. La síntesis de los

compuestos 163 y 164 se detallan en el presente capítulo, mientras que los restantes se

tratan en el Capítulo 4.
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A continuación se relatará la síntesis de la (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3o.,5,22,23­

pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (163), considerado el compuesto Sa-hidroxilado cabeza

de serie, y su diasterómero la (228,23S,24S)-24-etil-20_,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a­

colestan-ó-ona (164). Las síntesis del resto de los análogos Sa-hidroxilados se detallarán

en el Capitulo 4.

3.2. SÍNTESIS DE (22R,23R,248)-24-ETIL-2a,3a,5,22,23-PENTAHIDROXI­

Sa-COLESTAN-ó-ONA (163): COMPUESTO CABEZA DE SERIE.

Para llevar a cabo la síntesis de la (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23­

pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (163), se elaboró la siguiente estrategia retrosintética:

Figura 3.2. Estrategia retrosintética para obtener 5a-hidroxi-24(S)-homoetilcastasterona

(163) (Z= grupo protector).

Teniendo en cuenta el esquema retrosintético de la Figura 3.2 se elaboraron las

estrategias sintéticas ilustradas en la Figura 3.3, utilizando estigrnasterol (136) como

producto de partida.

Las estrategias sintéticas implican etapas similares a las tenidas en cuenta para las

síntesis de análogos Sa-hidrogenados, relatadas en el Capítulo 2. Dichas etapas son:

2.1. Diferenciación de los dobles enlaces A5 y A22.
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2.2. Obtención de la función Sa-hidroxi-Z-en-ó-ona.

2.3. Dihidroxilación de dobles enlaces.

"H. "a.

“ammact?» ,CÉ-Ïh‘aCÜ ¿­To Tso T0 á" T50 ¿H

o" 174°
¡69 200

¡73:Saca
‘ 17o: 56,66

209 163: 2200301)
164: 22(8).23(S)

a.TsCl/Py b. mCPBA -78 °c c. HClO4 d. CCP e. LiCO3/DMA r. K20502(0H)4/(DHQD)2-PHAL.

Figura 3.3. Estrategia utilizada para la síntesis de (22R,23R,24S)—24-etil-2a,3a.,5,22,23­

pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (163) y de (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23­

pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (164).

3.2.1. DIFERENCIACIÓN DE LOS DOBLES ENLACES A5 Y A22 (paso b, Figura
3.3).

Para la diferenciación de las insaturaciones de C5-C6 y C22-C23 se utilizó la

reacción de epoxidación regioselectiva del doble enlace endociclico con ácido

m-cloroperbenzoico9 a -78°C. Aunque esta reacción conduce a una mezcla de los

epóxidos a y B, no complica el esquema sintético, pues la posterior apertura hidrolítica de

ambos epóxidos permite obtener el producto 5a,6[3-dihidroxilado (208) como único

compuesto (ver Figura 3.3, paso c). La epoxidación requiere proteger previamente el

hidroxilo de C-3 del estigmasterol para evitar sobreoxidacioneslo. La elección del tosilato

como grupo protector de C-3 tuvo una doble finalidad: por un lado, el tosilato poseía la

capacidad de soportar las condiciones de reacción posteriores —epoxidación, hidrólisis y
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oxidación--; y por otro lado, constituía un sustrato adecuado para la reacción de

eliminación favoreciendo la obtención del precursor 209 (ver Figura 3.3, paso e).

3.2.2. OBTENCIÓN DE LA FUNCIÓN 5a-HIDROXI-2-EN-6-ONA (pasos c, d y e,

Figura 3.3)

3.2.2.1.0btención del 30 ‘ " ° "a ‘ 22 e: 5:,6B-diol (208) (paso c,
Figura 3.3).

La presencia del grupo tosiloxi como protector del hidroinO de C-3 requirió

encontrar las condiciones óptimas de apertura hidrolítica de la mezcla de epóxidos 5a,6a

y 58,68 previamente obtenidos (170 y 173, Figura 3.3). Para llevar a cabo la búsqueda de

dichas condiciones se trabajó con el epóxido 58,60 previamente aislado (170).

Se eligieron medios ácidos acuosos para la obtención del SB-tosiloxiestigmast-ZZ­

en-5a,6B-diol (208), ya que un medio alcalino nucleofilico podn'a conducir a la

eliminación o sustitución del grupo 3B-tosiloxi. Al utilizar ácido sulfúrico 1,5N en

distintos co-solventes, con el objeto de aumentar la dilución del ácido y realizar la reacción

en fase homogénea, no se obtuvieron resultados satisfactorios. La reacción llevada a cabo

en tetrahidrofuranoll (entrada l, Tabla 3.1) dio como producto indeseado el

estigrnast-22-en-3B,Sa,6[3-triol (210) (ver Figura 3.4). Tampoco se obtuvieron buenos

resultados utilizando mezclas acetona/dioxanolz, obteniéndose rendimientos menores al

25% y gran cantidad de subproductos no identificados (entradas 2 y 3, Tabla 3.1).

"'-..
H1S04 1,5 N—>
THF/lB hs. _

TsO T50 HO E
H OH

OH OH
¡7° 208 210

Figura 3.4. Productos de apertura hidrolíticade 170 (entrada l, Tabla 3.1).

6

El ácido fórmico13 resultó ser demasiado nucleofilico en las condiciones ensayadas

a distintas concentraciones, en todos los casos, el principal producto era el resultante del

ataque del grupo forrniloxi sobre C-6, obteniéndose el 6a-formiloxi-3B-tosiloxiestigmast­

22-en-5I3-ol(211) hasta en un 80% (entradas 4 y 5, Tabla 3.1 y Figura 3.5).

Cuando se utilizó ácido perclón'co diluido14 no se obtuvo reacción alguna, aún a

concentraciones crecientes (entradas 6-8, Tabla 3.1); sin embargo, el agregado de
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Tabla 3.1. Distintas condiciones de reacción ensayadas para la apertura hidrolítica del

B-epóxido en medio ácido.

N ¡advo' Iolvcle' ¡Imp ¡nm productom Rm

1 0.6ml H2804 9ml11-lF 18hs tam. ¡mb myzm 40%y 5% |11|

LSN rupeaivnmanc

2.3 ml ¡{2804 5 ml ledmn/dioxmo 24 hs lam. amb 2GBy cam 25% |12|

2 LSN (2:3)

2.3 ml ¡{2804 5 ml ¡cama/dioxmo 4 ha tam. amb 208 y otro. 22% |12|

3 LSN (1:5)

4 6m! HCOOH85% — Zhs. 60°C zosyzu 20%y80% |13|

medium:
5 8m] ¡{CCDH90% — 21m tan). amb ¡(Byzll 20%y80% |13|

MV“:
6 10m1HCI04 6% — 21m lam. mb. NR — |14|

7 15ml HCIO420% — 2 hs lam. mb. NR — |14|

8 20 ml HCIO430% - 2 hs. tam. amb. NR -— |14|

9 2.5 ml HCl04 lOml dioxmo 3 ln lam. mi). 2m 98% |14|

28%

aValonia para 100 mg de sustrato.
NR. no reacciona.
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dioxano como co-solvente permitió obtener 208 como único producto (entrada 9, Tabla

3.1). Este último resultado se repitió al realizar la reacción sobre la mezcla de epóxidos

5a,6a y 58,66 (173 y 170).

HCOOH—>
T50 TsO

170

Figura 3.5. Productos de apertura nucleofilica de 170 con ácido fónnico.

3.2.2.2. Sintesis dela 3B-tosiloxi-5a-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (174) (paso d,

figura 3.3).

La oxidación del hidroxilo axial secundario del C-6 de 208, en presencia del doble

enlace C22-C23, un hidroxilo terciario y un grupo tosiloxi, podía realizarse mediante

reactivos suaves de CrVI. Los ensayos realizados se resumen en la Tabla 3.2.

De los métodos más tradicionales que utilizan CrO3/Pyl5, CrO3/CH2C1216’17o

CrO3/HzSO413, se eligió este último por ser el más sencillo y rápido de utilizar. La

oxidación con el reactivo de Jones tuvo la ventaja de ser rápida, pero el rendimiento nunca

superó el 66% (entrada l, Tabla 3.2). Las pruebas realizadas con dicromato de pin'donio

(DCP)19 dieron rendimientos más bajos, con largos tiempos de reacción (entrada 2, Tabla

3.2). En cambio, con clorocromato de pin'donio (CCP)20 se lograron muy buenos

resultados en tiempos razonables de reacción (entradas 3 y 4, Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Condiciones de reacción ensayadas para la oxidación del hidroxilo de C-6.

NMommmWWWWMW
0M (¡on!) (°C)
annue'

1 Jones 6:] acetona 1 o 174 66% [is]

2 DCP 1.5;1 caza, 22 25 ¡74 50% ¡19]

3 CCP 1,51] CH2C|2 23 0-25 174 85% [20]

4 CCP 2,5:1 cazo.2 4 0-25 174 94% [zo]

'Equivalentelequivalente.
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3.2.2.3. Síntesis dela 5:: :Id.

3.3).

Los intentos de eliminación del grupo 3B-tosiloxi del 3B-tosiloxi-5a­

hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (174) para obtener el compuesto 209 se resumen en la
Tabla 3.3.

En las primeras condiciones experimentales ensayadas, con carbonato de litio y

dimetilformamida (DMF) como solvente, se observaba que a 120°C no se producía

reacción alguna mientras que a l40°C la reacción ya comenzaba a dar numerosos

productos indeseados21 (entradas l y 2, Tabla 3.3). El siguiente paso file transformar el

tosilato en un mejor grupo saliente convirtiendo el grupo tosiloxi de 174 en un ioduro,

utilizando una reacción de sustitución nucleofilica en presencia de ioduro de potasio y

‘ 2,22-dien-6-ona (209) (paso e, Figura

acetona, obteniéndose un compuesto (212) que, sin aislamiento, se utilizó como sustrato

en los ensayos de eliminación (entradas 3-11, Tabla 3.3; Figura 3.6)22.

Kl/acetona—>
TsO =

174 212

Figura 3.6. Obtención de la 3B-iodo-Sa-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (212).

Utilizando DMA como solvente y diferentes bases se obtuvieron distintos

porcentajes de conversión dependiendo del reactivo utilizado, pero en ninguno de los

casos se pudo evitar la presencia de subproductos indeseados (entrada 3 y 4, Tabla 3.3).

Utilime DMF como solvente y l,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU)23v24como

base no se logró superar el 60% de rendimiento en una reacción con van'os productos no

identificados (entradas 5 y 6, Tabla 3.3); mientras que en dioxano, con el mismo reactivo,

no se registró reacción alguna (entrada 7, Tabla 3.3).

Al llevar a cabo la reacción en DMSO como único reactivo se obtuvo un bajo

porcentaje de conversión y rendimiento, pero se obtuvo 209 como único producto

(entrada 8, Tabla 3.3). El agregado de DBU mejoró los rendimientos pero nuevamente se

registró la presencia de subproductos (entrada 9, Tabla 3.3). Las mejores condiciones se
obtuvieron con carbonato de litio“,22 en DMSO (entrada 10, Tabla 3.3), ya que se

obtuvo el producto deseado 209 puro, con un rendimiento del 74%.
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Tabla 3.3. Distintas condiciones de eliminación ensayadas para la obtención de 209 a

partir de 174.

N Illtl'llo mcdvo' ¡chan u-pernnn tlmpo producto converdón producto" nfemchs

("0 m % '/'
1 174 12 eq. DMA 120 1 NR o — |21|

Lico3

2 174 ¡2 eq. DMA 14o 1 209+ so 60 [21]

3 212° 20 eq. DMA 130 6,5 209 + so 60 ¡21.221

4 212° 1,5 oq. DBU DMA 120 1 209 + 100 60 ¡23.241

m
5 212° 1.54.5 eq. DMF so 24 209 + so 59 [2.1.24]

DBU m

6 212° 4 eq. DBU DMF reflujo 4 209 + 100 ss [23.24]

¡Inn

7 212° 1.5 eq. DBU dioxmo ao o NR o — [23.24]

s 212° - DMso no 1,5 209 53 53 [2.3.24]

9 212° 1.5 eq. DBU DMso 120 2 209 + ¡oo 74 [2.1.24]

otros

1o 212° 20 eq. DMso no l 209 74 74 [21.22]

Lico3

'Equivalentes ch reactivo por equivalente de susmm.
hPoreentaje obtenido de 209.
cSe nata, en todos los casos, del compuesto crudo obtenido por el tratamiento de 174 con iodnm de

potasio en acetona.
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3.2.3. DIHIDROXILACIÓN DE LOS DOBLES ENLACES A2 Y A22.

3.2.3.1. Dihidroxilación dela 5:: :ZJ. ' “a ‘ 2,22-dien-6-ona (209) (paso f,
Figura 3.3).
La dihidroxilación catalítica asimétrica sobre 209 se lleva acabo en condiciones

similares a las utilizadas para el sustrato Sa-hidrogenado (179) (ver Capítulo 2, sección

2.3, pag 103), ya que el doble enlace del anillo A reacciona más rápidamente, permitiendo

aislar una mezcla de 2a,3a,5a-tfihidr0)destigmast-22-en-6-ona (213) luego de 2 dias de

reacción (ver Figura 3.7).

La dihidroxilación del doble enlace de la cadena lateral requirió 8 días más de

reacción para dar una relación de diasterómeros 22(R),23(R)/22(S),23(S) de 2,4/1. En la

Tabla 4.2 del Capítulo 4 (pag. 135) se comparan las reacciones de dihidroxilación
catalitica asimétrica sobre todos los sustratos estudiados.

H5

209 213 163: 22(R),23(R)
164: 22(8),23(S)

Figura 3.7. Tetralúdroxilación de la 5a-hidroxiestigmasta-2,22-dien-6-ona (209) para

obtener la 5a-hidroxi-24(S)—homoetilcastasterona (163).
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4.1. INTRODUCCION.

Con los objetivos de encontrar análogos sintéticos de mayor bioactividad que los

brassinosteroides naturales, y de realizar estudios sobre la relación estructura química­

bioactividad de brassinosteroides, se emprendió la síntesis de compuestos análogos de los

dos compuestos considerados cabeza de serie:

1- (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona (12) (cabeza

de la serie Sa-hidrogenada), cuya síntesis se describió en el Capítqu 2.

2- (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6-ona (163)

(cabeza de la serie Sa-hidroxilada), cuya síntesis se describió en el Capítulo 3.

Los análogos, cuyas síntesis se describen en este capítulo, resultan de modificaciones

en el anillo A respecto de cada uno de los compuestos cabeza de serie.

En la Figura 4.1 se muestran las estructuras de los análogos sintetizados.

0H

OH

Rr

R2 ña
0

159: R1 = H R2 = p-Br R3 = H 22(R),23(R)

160: R1= H R2- D-Br R3- H 22(5),sz

161: Rr = H R2 = p-Aoo R3- H 22(R),B(R)

162: R¡ = H nz = p-Aoo R3= H 225mm)

165: R. = H R2 - p-Br R3 = OH 22(R),73(R)

166: R¡ = H R2= 5-3: R3- OH msnm)

167: R¡ - H R2 - D-AcO R3 - OH 22(R),23(R)

168: R¡ = H R2 = B-AcO R3 - 0H 22(8),23(S)

Figura 4.1. Análogos de (22IL23R,24S)-24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6­

ona (12) (caben de la serie Sa-hidrogenada) y de (22IL23IL24S)—24-etil-2a,3a,5,22,23­

pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (163) (cabeza de la serie Sa-hidroxilada), cuyas síntesis se

describen en el presente capítulo.
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4.2. SÍNTESIS DE ANÁLOGOS 5a-HIDROGENADOS.

Los análogos Sa-hidrogenados sintetizados (ver Figura 4.1) son los siguientes:

(22R,23R,24S)-24-etil-3B-bromo-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (159).

(228,238,24S)-24-etil-3 B-bromo-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (160).

(22K23lL24S)-24-etil-3B-acetoxi-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (161).

(228,23 S,24S)-24-etil-3B-acetoxi-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (162).

Como puede apreciarse en la Figura 4.2, la síntesis de este grupo de análogos se

llevó a cabo utilizando la 3B-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (197) como materia prima,

obtenida como se describió enla sección 2.2.2.3.3i del Capítqu 2 (pag. 93) (ver Esquema

2.1, pag. 112). La acetilación del hidroxilo de C-3 de 197 para obtener el compuesto 214 y

la posterior dihidroxilación del doble enlace de la cadena lateral permitió sintetizar los

compuestos 161 y 162. Estos compuestos se obtuvieron en condiciones similares a las

utilizadas para la dihidroxilación de la estigmasta-2,22-dien-6-ona (179) (ver Capítulo 2,

sección 2.2.3, pag. 103), con un rendimiento del 22% y 17% respectivamente a partir de

214 y con una recuperación del 46% del producto de partida (ver Tabla 4.2, pag. 135).

OH

Vg/ OH

n b—o —.Am» A
0

214 °197
¡61: 22(R),23(R)
¡62: 22(8),23(S)

OH

C

M w Gi
"a "a.

_‘_. L.
R B- B

0 o o
2“: R _ Bm 216211‘ a. E 159:22(R),23(R)
215: R - a. OH 117: R = B Br 160: 22(S)523(S)

a. (whom b y e. K¡OsO¡(0H)J(DHQD)1-PHALc. 1.MaCl/Py,2. DMIFI‘H20/105o d. nue/nur 6 nar/m

Figura 4.2. Estrategia sintética para la obtención de los distintos análogos de castasterona

Sa-hidrogenados.
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La síntesis de los análogos bromados no resultó ser tan sencilla. Como era de

esperar, la sustitución del hidroxilo de C-3 del compuesto 197, utilizando reactivos de

conocido mecanismo SN2 (Br4C/Ph3P)¡, nos llevó a obtener exclusivamente el análogo

3a-bromado (216) (entrada 1, Tabla 4.1). La dihidroxilación del compuesto 216 conduciría

a la obtención de otro análogo de brassinosteroide que quedó firera de los previstos para

este trabajo de tesis.

Para obtener 217 debió utilizarse la 3a-hidroxiestigrnast-22-en-6-ona (215) como

producto de partida, y tratarlo con Br4C/Ph3P (entrada 2, Tabla 4.1). El compuesto 215 se

obtuvo mediante inversión de la configuración del hidroxilo de C-3 de 197, por mesilación y

posterior sustitución de la 3B-mesiloxiestigmast-22-en-6-ona (206), mediante una reacción a

105°C en una mezcla de DMF/agua. El rendimiento global para la obtención de 217, fire del

27% apartir de 197 (entrada 2, Tabla 4.1).

Con el objeto de mejorar este rendimiento se intentó la sustitución directa del grupo

3B-mesilo de 206 por el grupo 3B-bromo. Los mejores resultados se obtuvieron tratando el

derivado mesilado 206, con bromuro de litio en distintos solventes. En acetona a reflujo2 dio

como resultado una mezcla de los isómeros 3ac3B-bromados (216 y 217) en relación 6:1

(entrada 3, Tabla 4.1). En cambio llevando a cabo la reacción en metano] y etanol, solventes

más favorables para una reacción del tipo SN13, se obtuvieron mezclas que contenían

mayoritariamente el isómero 3B-bromado permitiendo obtener el compuesto 217 con un

64% de rendimiento (entradas 4 y 5, Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Condiciones de reacción ensayadas para la obtención de 216 y 217.

N sustrato reactivo solvente temperatura a/B 217'

l 197 Br4C/Ph3P cloroformo t. a. sólo a. 0

2 215 Br4C/Ph3P cloroformo t. a. sólo B 27

3 206 LiBr acetona reflujo 6: l 14

4 206 LiBr metano] reflujo l :2 64

5 206 LiBr etanol reflujo l :2 64

1‘Rendimiento porcentual calculado a partir de 197.

Finalmente, se sometió el compuesto 217 a dihidroxilación de su doble enlace de

C22-C23 para obtener 159 y 160. Estos compuestos se obtuvieron en condiciones similares

a las utilizadas para la dihidroxilación de la estigrnasta-2,22-dien-6-ona (179) (ver Capítulo
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2, sección 2.2.3, pag. 103), con un rendimiento del 18% y 17% respectivamente a partir de

217. Además, se recuperó un 22 % de producto de partida (ver Tabla 4.2, pag. 135).

4.3. SÍNTESIS DE ANÁLOGOS 5a-HIDROXILADOS.

Los análogos Sa-hidroxilados sintetizados (ver Figura 4.1) son los siguientes :

(22R,23R,24S)-24-etil-3B-bromo-S,22,23-trihidroxi-5a-colestan-6-ona (165).

(228,23 S,24S)-24-etil-3B-bromo-S,22,23-trihidroxi-5a-colestan-6-ona (166).

(221L23R,24S)-24-etil-3B-acetoxi-5,22,23-trihidroxi-5a-colestan-6-ona (167).

(228,23 S,24S)-24-etil-3B-acetoxi-5,22,23-t1ihidroxi-5a-colestan-6-ona (168).

H. “'I.

MM] . El. _L R e da“) _. _’bo _’r,o
Lo DO ou OH

OH o

16922=Ts "3:2.1-3 516d 20822=Ts 174:E=
l9l:E=Ac ¡70:2_Ts 56’68 21922=Ac 22032=AC

|93:Z=Ac 50.60.
184:2=Ac 55,66

Si E: Ta.

x C

T50 : É :OH
O

174 218 ¡65: 220112302)
166: 22(8),23(S)

EnSi 2: Ac.

1... Í

Aco' : 3h: AcO
0

no 167:22(R).23(R)
168: 22(3),23(5)

¡LTSCIó (AcOhO/Py b. mCPBA -78 °C c. HClO4 d. CCP e. LiBr/aoetona f. K20502(OH)4/(DHQD)2­

PHAL.

Figura 4.3. Estrategia sintética para la obtención de los distintos análogos de castasterona
Sa-hidroxilados.
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En la Figura 4.3 se muestra la secuencia sintética de este grupo de análogos que se

llevó a cabo de manera similar a lo establecido en la Figura 3.3 del Capítulo 3 (pag. 121),

al describir la síntesis del compuesto cabeza de sen'e (22R,23R,24S)-24-etil­

2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6-ona (163).

4.3.1. SÍNTESIS DE (22R,23R,24S)-24-ETIL-3B-BROM0—5,22,23-TRIHIDROXI­

Sa-COLESTAN-ó-ONA (165) Y (22S,23S,24S)-24-ET1L-3B-BROM0-5,22,23­

TRIHIDROXI-Sa-COLESTAN-ó-ONA (166).

Utilizando la secuencia sintética mostrada en la Figura 4.3 se partió del

estigmasterol (136) y, mediante tosilación, epoxidación del doble enlace C5-C6 y posterior

apertura hidrolitica y oxidación del hidroxilo de C-6, se obtuvo el compuesto 174. Las

reacciones mencionadas se discutieron en las secciones 3.2.1 y 3.2.2 del Capítulo 3 (pags.

121 y 122 respectivamente). La obtención de la 3B-bromo-Sa-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona

(218) se realizó por sustitución nucleofilica del grupo tosiloxi de 174, en una reacción

llevada a cabo en presencia de bromuro de litio en acetona, con un 54 % de rendimiento

(Figura 4.3, parte A). El compuesto 218 se sometió a reacción de dihidroxilación catalítica

asimétrica obteniéndose la mezcla de los diasterómeros (22IL23R,24S)-24-etil-3B-bromo­

5,22,23-tfihidroxi-Sa-colestan-6-ona (165) y (22S,23S,24S)-24-etil-3B-bromo-5,22,23­

trihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (166) con un rendimiento de 19 % en ambos casos.
Las condiciones utilizadas fueron similares a las de la dihidroxilación de la

estigmasta-Z,22-dien-6-ona (179) (ver Capítulo 2, sección 2.2.3, pag. 103), y se muestran

en la Tabla 4.2 (pag. 135).

4.3.2. SÍNTESIS DE (22R,23R,24S)-24-ET]L-3B-ACETOXI-5,22,23—TRIHIDROXI­

Sa-COLESTAN-ó-ONA (167) Y (22S,23S,24S)-24—ETIL-36-ACETOXl-5,22,23­

TRIHIDROXI-Sa-COLESTAN-ó-ONA (168).

Si bien la estrategia utilizada para llevar a cabo la síntesis del compuesto 220 es

similar a la utilizada para la obtención de 174 (ver Figura 4.3), existen algunas diferencias

en las condiciones óptimas finalmente utilizadas.

Una vez obtenido el compuesto 184 como se detallara en el Capitulo 2 (sección

2.2.2.2, pag 82), se procedió a llevar a cabo la apertura hidrolitica del epóxido para obtener

el 3B-acetoxiestigmast-22-en-Sa,68-diol (219). Las condiciones óptimas requirieron

disminuir la concentración del sustrato esteriodal y diluir el ácido utilizado, respecto a las

condiciones para la obtención de 208 (Capitulo 3, sección 3.2.2.1,pag 122).
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Por último se llevó a cabo la oxidación del hidroxilo de C-6 de 2l9 para obtener la

3B-acetoxiestigmast-22-en-6-ona (220) con un rendimiento global del 52% a partir de

estigmasterol. Para ello se utilizó una relación CCP/esteroide de 1,5:1 en cloruro de
metileno.

Finalmente el compuesto 220 se sometió a dihidroxilación de su doble enlace para

obtener 167 y 168 con un rendimiento del 12% y 9% respectivamente. Las condiciones

utilizadas fiieron similares a las de la dihidroxilación de la estigmasta-2,22-dien-6-ona (179)

(ver Capítulo 2, sección 2.2.3, pag. 103), y se muestran en la Tabla 4.2 (pag. 135).

4.4. ANÁLISIS COMPARATIVO DE LAS REACCIONES DE DIHIDROXILACIÓN

CATALÍTICA ASIMÉTRICA.

Las reacciones se llevaron a cabo en una mezcla de solventes consistente en

t-butanol/agua/I'HF en distintas proporciones y la concentración del esteroide en el medio

de reacción van'aron entre 1,3% y 1,9% peso/volúmen según el caso (ver Tabla 4.2).

En base a los resultados obtenidos, se pueden realizar las siguientes acotaciones:

1- En el caso de los sustratos sustituidos en C-3 (214, 217, 218 y 220) siempre se

obtuvo una mezcla del producto de partida y los isómeros 22(R),23(R):22(S),23(S) en

proporciones cercanas a la equimolecular, con rendimientos globales que en ningún caso

superaron el 20%. En el caso de los sustratos doblemente insaturados (179 y 209), debido a

que el doble enlace del anillo A resulta más reactivo, se aisló una mezcla de los productos

derivados de la 20.,3a-dihidroñestigmast-ZZ-en-Ó-ona (207 y 213 respectivamente) (ver

Figuras 2.43 y 3.7, pags. 103 y 127 respectivamente) y los isómeros

22(R),23(R):22(S),23(S) en una proporción aproximada de 2:1, con rendimientos de la
reacción rondantes en el 30%.

2- El porcentaje de conversión van'a entre el 50% y 70% según el caso, y puede

recuperarse material de partida. Estos resultados coinciden con los publicados por otros

grupos de trabajo4 en condiciones similares para el caso de la obtención de la

24(S)-homoetilcastasterona (12) (ver Tabla 2.6, pag. 109).

3- Los sustratos bromados presentan los más bajos cocientes RR/SS, mientras que

los mejores resultados se presentan en la obtención de los compuestos cabeza de serie.

4- Los rendimientos con sustratos Sa-hidroxilados son mucho más bajos que los

obtenidos para la síntesis de los análogos Sa-hidrogenados, posiblemente debido a la

descomposición de los productos de polihidroxilación durante la purificación. La presencia
del hidroxilo terciario en C-S convierte a estas moléculas en sustratos sensibles a

condiciones de eliminación con la consiguiente baja del rendimiento.
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5- En cuanto al porcentaje de conversión, la cantidad de sustrato recuperada, en la

síntesis de análogos Sa-hidroxilados es mayor, obteniéndose una alta recuperación de los

productos de partida. Esto prodn'a deberse a su menor solubilidad en el medio de reacción lo

cual explicaría también su menor rendimiento global.

Tabla 4.2. Resultados de la reacción de dihidroxilación catalítica asimétrica sobre los

distintos precursores de análogos de castasterona.

Sustrato solventea % sustrato % RL %üSS RR/SS

AnálogosSa-hidrogenados
179 (2:2: l) 30%b 34% 17% 2:1

[1,5%]

217 (2:2:1) 21,6% 18,3% 17,1% 1:1

[1,7%]

214 (21221) 46% 22,3% 16,8% 1,3: 1

[1,9%]

Análogos Sa-hidroxilados

209 (1,4: 1,4: 1) 24%h 12,6% 5,3% 2,4: 1

[1,3%]

218 (32312) 61% 18,7% 19,5% 1:1

[1,7%]

220 (3:3:1) 64% 12% 9% 1,3:1

[1,5%]

ar-lmtanol:aguaz’l'l-IF.El valor entre corchetes indica la concentración p/v de sustrato, utilizada para realizar

la reacción.

bEn estos casos sustrato se refiere al producto de dihidroxilación parcial (207 y 213) (ver ngum 2.43 y

3.7, pags. 103 y 127 respectivamente)
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4.5. RESUMEN.

Los Esquemas 2.1 y la Figura 3.3 de los Capítulos 2 y 3 respectivamente (pags.

112 y 121), muestran las estrategias seguidas para la obtención de los compuestos cabeza de

sen'e 12 y 163, y sus diasterómeros:

(22IL23R,24S)-24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona (12).

(228,23S,24S)-24-etiJ-2a,3a,22,23-tetmhidroxi-5a-colestan-6-ona (55).

(22R,23R,24S)—24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6-ona (163).

(228,238,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6-ona (164).

Los Esquemas 4.1 y 4.2 (pags. 138 y 139 respectivamente) detallan reactivos y

rendimientos de las reacciones utilizadas en las diferentes estrategias sintéticas relatadas en

este capítulo para la obtención de los análogos Sa-hidrogenados y Sa-hidroxilados de la

24(S)-homoetilcastasterona (12). La ruta más conveniente se encuentra indicada con las

flechas en color rojo.

El rendimiento global referido a estigmasterol (136) de cada uno de los análogos

sintetizados es el siguiente:

(22R,23R,24S)-24-etil-2a.,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona (12): 6% en

siete pasos de sintesis.

(228,23 S,24S)—24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona (55): 3% en siete

pasos de sintesis.

(22R,23R,24S)—24-etil-3B-bromo-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (159): 3,4% en

nueve pasos de sintesis.

(228,23S,24S)-24-etil-3B-bromo-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (160): 3,4% en

nueve pasos de síntesis.

(22R,23R,24S)-24-etil-3B-acetoxi-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (161): 6,4%

en ocho pasos de síntesis.

(228,23S,24S)-24-etil--3B-acetoxi-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (162): 5,0%

en ocho pasos de sintesis.

(22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidr0)d-5a-colestan-6-ona (163): 6,9%

en seis pasos de síntesis.

(228,23S,248)—24—etil—2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6-ona (164): 2,9%

en seis pasos de síntesis.

(22M3R,24S)—24-etil-3B-bromo-S,22,23-trihidroxi-5a-colestan-6—ona (165): 7,3%

en seis pasos de sintesis.

(228,23S,24S)-24-etil-3B-bromo-5,22,23-trihidroxi-5a-colestan-6-ona (166): 7,3%

en seis pasos de síntesis.
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(22R,23R,24S)-24-etil-3B-acetoxi-5,22,23-trihidroxi-5a-colestan-6—ona (167): 6,2%

en cinco pasos de síntesis.

(228,23S,24S)-24-etil-3B-acetoxi-5,22,23-tñhidroxi-5a-colestan-6-ona (168): 5%

en cinco pasos de síntesis.
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5.1. lNTRODUCCION.

El brassinólido (l) y la castasterona (7) son los más abundantes brassinosteroides

encontrados en la naturaleza. La primer determinación estructural de brassinólido, fue

realizada en 1979 por Grove utilizando espectroscopía de rayos X, inmediatamente

después de aislarlo de polen de Brassica napusl. A partir de allí y hasta el momento, los

métodos más utilizados de identificación y determinación estructural de brassinosteroides

resultaron ser la espectroscopía de resonancia magnética nuclear protónica y de

carbonoz'9, y la espectrometría de masa tanto de brassinosteroides libres9'12 como
derivatizadosn'ló.

A continuación se presentan datos de resonancia magnética nuclear protónica y de

carbono, y de espectrometn'a de masa de los compuestos sintetizados durante este trabajo
de tesis.

5.2. RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR.
5.2.1. ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE LOS BRASSINOSTEROIDES

SINTETIZADOS.

En las Tablas 5.1 a 5.3 se muestran datos de los espectros de RMN-¡H y de

RMN-13€ de los brassinosteroides sintetizados (ver Figura 5.1). Los valores presentados

para los análogos originales fiieron asignados en base a determinaciones previas realizadas

por otros grupos de trabajo sobre brassinosteroides naturales”. Los espectros de

RMN-1B fueron realizados a 200 MHz y los de RMN-13€ a 50 MHz con secuencias de

pulso normal y DEPT (Distortionless Enhanced Polarization Transfer).

En la Tabla 5.1 se describen las señales relevantes del RMN-IH, de los

brassinosteroides sintetizados, tanto de la serie Sa-hidrogenada como de la serie

Sor-hidroxilada,con funcionalización idéntica a la natural: 22(R),23(R). En la Tabla 5.2 se

describen las señales relevantes de RMN-IB, de los brassinosteroides sintetizados, tanto

de la serie Sa-hidrogenada como de la serie Sa-hidroxüada con funcionalización

22(S),23(S). La espectroscopía de resonancia magnética nuclear protónica permite

distinguir entre los isómeros 22(R),23(R) y 22(S),23(S) debido a la diferente forma de las

señales de H-22 y 1-1-23para ambos isómeros. Las señales consisten en un par de dobletes

a 3,5 ppm (J= 8 Hz) y 3,7 ppm (J= 8 Hz) para los isómeros 22(R),23(R) mientras que,

para el isómero 22(S),23(S) esas señales se superponen formando una banda ancha

centrada en 3,6 ppm (WI/2: 12 Hz) (comparar Tablas 5.1 y 5.2). Esta diferencia en las

formas de las señales se debe, a la diferente conformación que adopta la cadena lateral,

para uno u otro isómero, variando el entorno estereoelectrónico de los H-22 e H-2317.
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Tabla5.1.SeñalesrelevantesdelosespectrosdeRMN-¡H[clorofonno-d3/metanol-d4(95:5)]delosbrassinosteroidessintetizados conconfiguración22(R),23(R)enlacadenalateral.

COMPUESTO

Sa-hidroenadosSa-hidroxilados

12159161163165167

H-2------4,00---­

(m,W./¡=24Hz,lH)

H-34,00

(m,W./¡=8,6Hz,m)

3,93(m,1H)4,68(m,1H)4,15

(m,W¡/¡=8,6Hz,lH)

4,35(m,lI-I)5,02(m,lH)

H-s'l2,70(dd,lH)2,25(dd,lH)2,25(dd,lH)
¡1-7|!2,15-2,22(dd,2H)2,30-2,37(dd,2H)2,28-2,35(dd,2H)——-—e—-——eme H-lB H-l9

H-22c [1-23c

0,69(s,3H)0,70(s,3H)0,68(s,3H) 0,76(s,3H)0,82(s,3H)0,78(s,3H) 3,60(d,lH)3,60(d,lH)3,60(d,lH)
3,70(d,2H)d3,73(d,IH)3,73(d,lH)

0,67(s,3H) 0,77(3,311) 3,57(d,lH) 3,70(d,lH)

0,66(s,3H) 0,35(s,3I-I) 3,57(d,lH) 3,73(d,lH)

0,67(s,3H) 0,81(s,3I-I) 3,55(d,lH) 3,67(d,lH)

'J=4sz12,aH7. ¡’J=6sz¡2.aHz. eJ=8HL d SeñalmaldianeaH-2yH-23supapuma. °Sdlnlnodinjnguible.semaletina1lammdeloamdilmoadeiaqueldndavid“.
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Tabla5.2.SeñalesrelevantesdelosespectrosdeRMN-¡H[clorofonno-d3/metanol-d4(95:5)1delosbrassinosteroidessintetizados conconfiguración22(S),23(S)enlacadenalateral.

COMPUESTO

Sa-hidrogenados

55160162

164

5a-hidroxilados

166

168

H-3 H-S' H-7b H-18 H-l9 H-22y H-23

3,70---­

(m,w./¡=24Hz,lH)

3,93(m,lH)

4,004,68(m,lH)

(m,W¡/¡=8,6Hz,m)

2,25(dd,lH)

2,65(dd,lH)2,25(dd,lH)

2,25-2,30(dd,2H)2,30-2,37(dd,lH)2,30-2,37(dd,lH)

0,68(s,3I-I)0,70(s,3H)0,71(s,3H) 0,73(s,3H)0,73(s,3H)0,77(s,3H)

3,60

(m,W¡/¡=12Hz,2H)

3,60

(¡TLWVf¡2Hz.2H)

3,60

(m,in12Hz,2H)

3,77

(m,w.,,=24Hz,lH)

4,12

(m,W¡/¡=3,6Hz,lH)

0,62(s,3H) 0,70(s,3H)

3,53

(m,W./¡=12Hz,2H)

4,37(m,lI-I) 0,70(s,3H) 0,87(s,3H)

3,62

(m,W¡/¡=¡2Hz,2H)

5,02(m,lH)

_-__e

0,69(s,3H) 0,82(s,3H)

3,60

(m,w./¡=¡2Hz,zu)

'J=4sz12.8H7. ".I=6sz12.sH1. °Sella]nodinhgaible.se«¡amma1la2amdeloamailenoadelaquonnacidal.
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Tabla5.3.Espectrosderesonanciamagnéticanuclearde|3C[cloroformo-d3/metanol-d4(95:5)]delosbrassinosteroidessintetizados.

)\
3N

\

c-1 c—2 c-3 c-4 C-6 C-7 C-8 C-9
C-lO C-ll C-l2 C-13 C-l4 C-lS C-ló (‘J'I'

12
398 619 614 262 50;7

213J 46fi 378 536 425 ZIJ 39A 42J 565 23J 275 ¡'74

55
399 620 62o 262 son

2127
465 375 535 42o 217 392 433 SóJ 22o 27J ¡74

159 392 323 50; 324 599
2026

465 31o 528 427 213 324 428 526 228 216 ROR

160 39J 323 524 333 59g
2095

465 317 528 426 217 393 425 523 221 218 ¡76

¡613 322 229 729 227 524
2129

424 32o 526 429 214 393 427 523 227 214 R74

COMPUESTO

162a 363 220 727 228 524
2121

425 318 527 428 217 323 424 522 221 218 <7;

163 303 625 614 34A 725
2121

428 312 423 424 21o 325 413 521 227 214 (74

164 322 624 612 349 725
2121 424 313 422 423 216 323 412 527 229 217 ¡71

165 327 319 424 322 822
2124

415 313 421 42o 21o 324 427 520 226 213 R71

166 327 319 424 322 821 203 415 312 421 42o 2L6 323 424 528 229 217 (71

167a 223 221 711 317 725
202o 414 313 429 423 211 324 427 52o 226 213 ¡70

168a 223 26,1 71,2 31,8 796
213,2

41,5 212 441) 42A 21,6 3954 422 55,8 241) 27,7 574

\\\3



v_.

C-l8 C-l9 C-20 C-21 C-22 C-23 C-24 C-25
C-26b C-27b

C-28 C-29

ac113go

-_,.

11,8 13,5 36,9 11,7 74,2 72,4 46,4 28,9 19,3 21,0 18,8 13,4

11,8 13,4 42,4 14,0 72,0 70,3 49,4 26,7 17,5 21,7 18,4 14,3

b Señalesintercambiables.

__,_

11,9 13,1 37,8 11,9 74,5 72,8 46,5 28,9 19,4 21,2 18,8 13,5

l7().5ppm,QH3CO2l.2ppm.

-_,­

11,9 13,0 42,2 14,1 72,2 70,6 49,5 26,9 17,7 21,3 18,6 14,4

.r..,y
11,7 12,9 36,8 11,7 74,2 72,3 46,4 28,9 19,3 21,0 18,8 13,4

.¡..,.r

11,8 12,9 42,2 14,0 72,1 70,4 49,6 26,8 17,7 21,4 18,5 14,3

11,7 13,4 36,9 11,7 74,2 72,3 46,4 28,9 19,3 21,0 18,8 13,4

11,6 14,4 42,1 13,5 71,7 70,0 49,4 26,6 17,3 20,9 18,4 14,0

11,6 13,4 36,8 11,6 74,2 72,2 46,3 28,8 19,2 20,9 18,7 13,6

__...

11,6 13,6 42,0 13,6 71,7 70,0 48,4 26,6 17,3 21,0 18,3 14,1

11,6 13,5 36,8 11,6 74,1 72,1 46,4 28,8 19,2 20,8 l8,7 13,3

11,7 13,6 43,4 13,8 72,0 70,3 49,4 26,7 17,5 21,2 18,4 14,2
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En cuanto a las señales de H-S e H-7, estas son perfectamente distinguibles en la

serie de los brassinosteroides 5a-hidrogenados2’3, mientras que en la serie de los análogos

Sa-hidroxilados se produce un desplazamiento a campos más altos de la señal de H-7 a

valores menores de los 2,0 ppm, lo que ocasiona la superposición con los hidrógenos del

esqueleto esteroidal.

En la Tabla 5.3 se describen los espectros de RMN-13€ de los brassinosteroides

sintetizados pertenecientes a la serie Sa-hidrogenada y la serie Sa-hidroxilada, con

funcionalización 22(R),23(R) y 22(S),23(S).

Al comparar los datos de desplazamientos de las señales de RMN-¡3C de los

compuestos con configuración 22(R),23(R) con respecto a los de configuración

22(S),23(S), se observa un efecto protector de aproximadamente 2 ppm sobre los C-22,

C-23, C-25 y C-26 (sobre el C-28 el efecto es mucho menos intenso) (ver Tabla 5.4). Este

efecto de desplazamiento sobre C-22 y C-23 permite utilizar el RMN-13€ para distinguir

rápidamente entre el isómero 22(R),23(R) y el 22(S),23(S). Por ejemplo la

24(S)-homoetilcastasterona (12) presenta los valores de 74,2 ppm (C-22) y 72,4 ppm

(C-23), mientras que la 22(S),23(S),24(S)-homoetilcastasterona (55) presenta los valores

72,2 ppm (C-22) y 70,2 (C-23) ppm (ver Tabla 5.3). El pasaje de la sen'e 22(R),23(R) a la

serie 22(S),23(S) induce un efecto desprotector para los C-20, C-2l, C-24 y C-29 de la

cadena lateral, cuyo valor van'a según el carbono en el orden de 0,5-5,5 ppm.

Tabla 5.4. Diferencias de desplazamientos de las señales de los carbonos de la cadena

lateral, entre la sen'e de configuración 22(R),23(R) y la de configuración 22(S),23(S),

calculadas como A (8 de los isómeros RR - 8 de los isómeros SS) ppm“.

13112-55! A!159-160! Asia-162! A11615464! MMS-166! 151167468!

C-20 -5,5 —4,4 -5,4 —5,2 -5,2 -6,6

C-21 -2,3 —2,2 —2,3 -l,8 -2,0 —2,2

C-22 2,2 2,3 2,1 2,5 2,5 2,1

C-23 2,1 2,2 1,9 2,3 2,2 1,8

C-24 -3,0 —3,0 -3,2 -3,0 -2,1 —3,0

C-25 2,2 2,0 2,1 2,3 2,2 2,1

C-26 1,8 1,7 1,6 2,0 1,9 1,7

C-28 0,4 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3

C-29 -0,9 —o,9 -0,9 -0,6 —o,5 -o,9

' LI ¡dal del C-27,incumbinble am C-26,noJuliedqlanmiclo.
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Por otro lado, es interesante analizar el efecto que causa la presencia de un

Sat-hidroxilo, sobre los carbonos vecinos. En la Tabla 5.5 se muestran los desplazamientos

sufridos por las señales de los carbonos de los anillos A y B por la presencia de un hidroxilo
en C-S.

Tabla 5.5. Desplazamientos, calculados como diferencia entre la señal de carbonos

individuales de los anillos A y B de la serie Sa-hidrogenada y la señal de los carbonos

correspondientes en la serie Sa-hidroxilada [A(50LH- SaOH)] ppm.

‘ 2a,3a-dihidroxilados SB-brorLdos 3B-acetilados

¡1959-169 A51604662 A51614612 A51624682

C-l 6,5 6,4 6,9 7,0

C-4 -4,8 —4,9 -s,o -5,o

C-7 5,0 5,0 5,0 5,0

C-9 9,7 9,7 9,7 9,7

C-lO -1,3 -1,4 -1,4 -1,3

La presencia del hidroxilo en C-S causa un desplazamiento a campos altos de los

C-l, C-7 y C-9, ubicados en y al oxigeno. La magnitud de dicho efecto depende de la

sustitución del anillo A. El efecto desprotector del grupo Sat-hidroxilo se manifiesta sobre

los C-4 y C-lO, ubicados en B al oxígeno, y también presenta distinta magnitud según la
sustitución del anillo A.

5.2.2. ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE LOS COMPUESTOS

INTERMEDIARIOS DE LAS SINTESIS DE BRASSINOSTEROIDES.

A partir de la utilización de la espectrosoopía de resonancia magnética nuclear en

forma rutinaria para la determinación y la elucidación estructural de compuestos orgánicos,

han aparecido numerosos trabajos sistemáticos estudiando efectos de sustituyente, según su

posición y estereoquinúca13'23. Estos trabajos han dejado como consecuencia, numerosas

fiJentes de consulta de datos espectroscópicos en todas las ramas de la Química Orgánica, y

en particular en el campo de los esteroides.

En esta sección se presentan las señales relevantes de los espectros de RMN-¡H y la

asignación completa de los espectros de RMN-13€ de los compuestos intermediarios que
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forman parte de esta tesis. Además, se han sintetizado algunos compuestos (221 al 237) con

el fin de completar los datos de las tablas comparativas de señales.

En la Figura 5.2 y la Tabla 5.6 se presentan los compuestos descn'ptos en las

Tablas 5.7-5.21, agrupados según su núcleo esteroidal, para facilitar la lectura y posterior

comparación en las discusiones. Los espectros de todos estos compuestos, sintetizados

según se describió en los Capítulos 2, 3, 4 y 7, se asignaron utilizando datos de literatura”,

espectros de rutina de RMN-¡H y 13C, y técnicas espectroscópicas especiales tales como

transferencia de polarización de comportamiento distorsionado (DEPT) y desacople

retardado de pulso único (SPDD).

R1 RI Rl

Ra R2

R2

VII V111 XIX

Figura 5.2. Esqueletos esteroidales de los compuestos presentados en la Tabla 5.6.
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Tabla 5.6. Estructuras de los compuestos descriptos en el presente capítulo,

correspondientes a los esqueletos esteroidales de la Figura 5.2.

N estructura R] R2 R3 número de

ba_sg compuesth

1 l B-OH — — 136

2 I B-TsO —— — 169

3 H B-TsO —— — 17o

4 XIX í — — 172
Tao

5 III B-TsO — —— 173

6 v1 TsO —— — 174

7 H a-HCOO — — 17s

s XIX g —. — 176

9 VH Q H — 177

10 vn (l H — 17sA

11 VII n: H — 179

12 H B-Br —— — 132

13 H a-Br — — 133



18

19

20

21

22

23

25

27

29

II

II

B-AcO

AcO

B-OH

OH

B-TsO

B-AcO

B-AcO

OH

OH

B-TBDMSi

TBDMSi

B-TBDMSi

B-TBDMSi

TBDMSio’C

a-H

B-OH

OH

OH

184

185

186

187

l9l

193

194

195

197

198

199

200

201

202

203
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31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

III

IV

V

VII

IV

VII

IV

VII

V

V

V

V

VI

IV

VI

1

l

Ho..

H0"

Ho..

HO"

B-TBDMSi

TsO

MsO

TsO

[í
TsO

B-AcO

a-OH

a-Br

B-Br

Br

AcO

AcO

a-Br

B-Br

a-H

:0

H

a-OH

OH

a-HCOO

OH

:0

=O

:0

=O

OH

a-OH

OH

OH

OH

OH

OH

204

205

206

207

208

209

211

213

2l4

215

216

2l7

218

219

220

221

222
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49

51

52

53

55

57

59

61

62

a-Cl

B-Cl

B-CH3O

a-HCOO

a-HCOO

CH3O

CH3O

8,1

01

a-OH

a-OH

a-OH

OH

OH

OH

223

224

225

226

227

228

229

230

232

233

235

237
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.¡ .4w 221-737 e

mubh.8uúnaisnedaaflaemhnwd6n7.4delüflflo7(pag 245).

_4 " ' “"V' ¿“'fiyuúldinflnqadnknancpmmlmh
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5.2.2.1. RMN-¡H de intermediarios de síntesis.

Todos los espectros de RMN-¡H fueron realizados en clorofonno deuterado y a una

concentración de 10-15 mg/0,4 ml de solvente, para evitar las incongruencias surgidas de

comparar señales de espectros realizados en diferentes condiciones. En las condiciones

empleadas, y dado que no fiJeron detenninados a temperatura constante, no es apropiado

expresar los datos con una precisión mayor a 0,01 ppm.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica de este tipo de esteroides

(ver Figura 5.2) presentan dos zonas perfectamente delineadas: la pn'mera se encuentra en

el rango de 0-2,5 ppm, donde es muy dificil distinguir señales útiles operando a 200 Nfl-lz, a

excepción de las señales de CH3-l8 y CH3-l9 que, en general, dan idea de la sustitución en

los distintos anillos. Por otro lado, la zona por encima de los 2,5 ppm proporciona la mayor

información a favor de la forma, integración y constantes de partición de las señales de C-2,

C-3 y C-6. En las Tablas 5.7-5.l4 se muestran los datos relevantes de los espectros de

RMN-¡H de los diferentes intermediarios de síntesis obtenidos y a continuación se comentan

los aspectos más interesantes.

La identidad del sustituyente de C-3 no afecta mucho la posición de las señales de

CH3-18 y CH3-l9; sin embargo, la forma y ubicación de la señal de H-3 da idea del tipo y

configuración de dicho sustituyente. En cuanto a la forma, en general para un par de anillos

trans-fusionados, un multiplete con un ancho de base de aproximadamente 25 Hz, indica

que el sustituyente de C-3 tiene configuración B, mientras que una banda con un ancho a

media altura de 6-8 Hz indica que dicho sustituyente posee una configuración c124.

El efecto del sustituyente de C-3 sobre el desplazamiento de la señal del H-3 varia

según la identidad del mismo. En el Esquema 5.1 se muestra un orden de los sustituyentes

de acuerdo al efecto desprotector decreciente que ejercen sobre dicha señal.

“EO > CH’ÉO > ac] > (¡Br > Tos ; MsO> ao“ > BBr> gc] >50}; ; TBDMSi> CH3O

Esquema 5.1. Sustituyentes sobre C-3 ordenados de acuerdo a su efecto desprotector
decreciente sobre la señal de H-3.

Como puede apreciarse en las Tablas 5.7-5.l4, este ordenamiento se repite sin

variación independientemente de las distintas estmcturas del resto de la molécula. En

general, se verifica que a mayor electronegatividad del sustituyente, mayor es el efecto

desprotector, y además, se comprueba que los sustituyente halógeno e hidroxilo poseen

mayor efecto desprotector al presentar configuración 0.24.
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Cuando el esqueleto esteroidal posee un epóxido en C5-C6 (esqueletos II y III de la

Figura 5.2), la consideración más importante involucra la señal de H-6 que presenta un

aspecto diferente si se trata de un a ó un B epóxido. En el primer caso se trata de un doblete

J= 4 Hz a 8= 2,95 ppm, y en el segundo se trata de un doblete con J=2 I-lz a 8= 3,15 ppm25.

La diferencia de 0,2 ppm entre ambas señales permite establecer proporciones en mezclas de
ambos isómeros.

Los efectos más importantes que causa la presencia de un hidroxilo en C-6 obtenido

en la apertura reductiva del B-epóxido (ver Tabla 5.10) son, por un lado, la desprotección

del CH3-l9 de aproximadamente 0,2 ppm26; y por el otro el cambio del aspecto de la señal

de H-6. Esta se desproteje 0,6-0,7 ppm, y se convierte en una banda ancha con un

Wy2=8 Hz debido a que el H-óa no presenta interacciones 1,3-diaxiales“. Por otro lado, la

apertura hidrolitica del epóxido (ver Tabla 5.10) produce una desprotección de la señal de

H-6de 0,5 ppm y se convierte, por el mismo motivo que en el caso anterior, en una banda

ancha con un Wi/2=de 4,5 Hz.

Existen otros casos de señales que, presentando acoplamiento con otros protones, se

presentan como una banda ancha para la potencia del equipo de resonancia magnética

nuclear utilizado (200 MHz). Esto ocurre, en general, con las señales de los hidrógenos,

que, hallándose en posición ecuatorial no presentan interacciones 1,3-diaxiales“. Este es el

caso del H-3B de la 3a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (215) (ver Tabla 5.11) que se

presenta como una banda ancha con un W¡/,= 8 Hz. Un caso interesante es el de los

compuestos 2a,3a-dihidroxilados (163 de la Tabla 5.1, 164 de la Tabla 5.2, y 207 y 213 de

la Tabla 5.12), ya que poseen el H-ZB axial y el H-3B ecuatorial. El primero presenta

interacciones 1,3 diaxiales y tiene un “¡l/2: 24 Hz, mientras que el segundo tiene un

W1/2= 8,6 Hz.

La oxidación del hidroxilo de H-6 de los compuestos Sa-hidroxilados ocasiona una

protección de la señal de CH3-l9 en aproximadamente 0,3 ppm (comparar, por ejemplo,

208 de la Tabla 5.10 y 174 de la Tabla 5.12).

La eliminación del sustituyente de C-3 para obtener un enlace olefinico en el anillo

A, produce diferenes efectos sobre el despazamiento del CH3-l9 según se trate de un A2, un

A3 o un A4- En el primer caso la señal permanece en los 0,72 ppm, mientras que en los dos

útimos casos se encuentra más desprotegida, presentando valores de alrededor de 1,00 ppm

(ver Tabla 5.13).



Tabla 5.7. Datos relevantes de RMN-1B (cloroformo-d3) de

estigl'lmst-S,22-dieno‘| (I) con distintos sustituyentes en C-3.
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derivados de

11 ¡36 ¡69‘ ¡91‘l 202‘ 221 222 2.23 224 225f 226!

11-3 3,45 4,30 4,60 3,42 3,94 4,34 3,70 4,43 3,06 4,75

("1.1") (HHH) (HHH) (I'I'IJH) ("LI") (mJH) (HHH) (mJH) (HHH) ("1.1")

lu" 5,30 5,30 5,40 5,30 5,33 5,33 5,34 5,34 5,35 5,40

(11H) (4.1“) (MH) (MH) (MH) (MH) (MH) (MH) (MH) (MH)

cas-13 0,70 0,63 0,72 0,69 0,70 0,74 0,70 0,70 0,70 0,72
(53H) (SJH) (8.3") (8.3") (8.3“) (5.3“) (8.3") (SJH) (SJH) (5.3")

013-19 1,01 0,96 1,04 1,00 1,06 1,10 1,04 1,04 1,01 1,04
(SSH) (5.3") (8.3") (SSH) (3.3“) (8.3“) (8.3“) (SJH) (8.314) (SJH)

'11-22 e 11-23 5,10 (111,211) J= 3 117. l’J= 4 11; °_C_H3-Tcs 7,26 y 7,72 (131,411) J= 9 Hz.1.44 (33m, CH3-T_os

¡€11,00 2,40 (s,311). °C11351 0,40 (s,311),(c113)3cs¡ 0,33 (3,911). rC1130 3.36(3,3H). ¡11000 8,10(3,1H).

Tabla 5.8. Datos relevantes de RMN-lH (cloroformo-d3) de

5[3,613-epoxiestigmast-ZZ-enoa(II) con distintos sustituyentes en C-3.

derivados de

11 136 170c ¡34‘ ¡99' 133 132 229 223 230' 17st

11.3 3,63 4,60 4,75 3,65 4,00 4,66 3,34 4,50 3,23 5,25

(mlH) (rn.lH) (Ian) (mlH) (mlH) ("LI") (mlH) (mlH) (HHH) (mlH)

114" 3,02 2,95 3,05 3,05 3,10 3,10 3,06 3,10 2,05 3,10

(im) (MH) (11H) (11H) (41H) (41H) (41H) (4.1") (UH) (4.1“)

€11,43 0,66 0,61 0,66 0,66 0,65 0,67 0,66 0,63 0,66 0,64
(8,3") (8.3“) (SJH) (8.3“) (3,3") (5,3“) (8.3") (5.3") (8,3") (5,3“)

0113-19 1,00 1,03 1,09 0,93 1,02 1,00 1,02 1,00 1,00 1,06
(8,3“) (8.3“) (8.3“) (8.3“) (SSH) (5.3“) (8.314) (8.3") (8.3") (8.3“)

'H.22 e 11-23 5,10 (111,211) .1: 3 112. 'J= 2 Hz. cgis-Tos 1,44 (1,311), CHJ-T_os 7,26 y 7,72 (dd.4H) J: 9 112.

dc113co 2,40(3,3H'). ’CHJSi 0,40(s,311),(c113)30s¡ 0,88(3,9H) 'c1130 3,36(3,3H). ¡11000 3,100,111).
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Tabla 5.9. Datos

5(2v.,6c¡L-epoxiestigmast-ZZ-enoal(III) con distintos sustituyentes en C-3.

'H-22 e H-23

relevantes de

H 1733c ¡03d 204° 227f

H—3 4,60 4,75 3.85 5,25

(mlH) (null-l) (nLIH) (mJH)

H-6" 2,30 2,90 2,35 2.80

(11H) (MH) (d.lH) (MH)

013-13 0,63 0,63 0,62 0,64
(SJH) (SJH) (8.3") (3.3“)

033-19 ¡,00 1,00 ¡,05 1,06
(SJH) (SJH) (5,3") (8.3H)

5.10 (mm) J= a H7. hJ= 4 H7. cC_H¿,-Tos 1,44 (63H), CH3-T_os

d(31300 2,40(s.3H). 'CHJSi 0,40(un), (CHJhCSi 0.as(s,9H). fHcoo 3,105131).
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RMN-¡H (cloroformo-d3) de derivados de

7.26 y 7.72 (dd,4H) J= 9 H7.

Tabla 5.10. Datos relevantes de RMN-¡H (cloroformo-d3) de derivados de

5X,6Y-estigmast-22-enoa (IV) con distintos sustituyentes en C-3.

n 194 ¡95 205" 200c 200" 219‘l 231 232 233' 211“

ns 3,60 4,15 4,50 3,60 4,90 5,02 4,50 430 3,62 4.90

(mlH) (bqu/f (mlH) (m.lH) ("1.1") (mlH) (mlH) (mlH) (mlH) (mIH)
s Hz, m)

H-6 3,75 — 3,73 3,75 3,52 3,35 3,53 3,53 3,54 3.75

amm/2- mwyf (ha.W./:= (bmW./¡= (ba,W./¡= (mm/1: (66,07%: (MW%= (NM/1,;
a Hz, lH) s Hz, m) 5,6Hz, m) 4,5Hz. m) 4,5Hz, lH) 4,5Hz, m) 4,5Hz. un 4,5Hz, m) 5 Hz. m)

€33-13 0,68 0,67 0,69 0,70 (s,3H) 0.68 (un) 0,70 (5,331) 0,70 (s,JH) 0,72 (un) 0,70 (3,331) 0,77
(s.3H) (s.3H) (53H) (sJH)

(3313-19 1,00 0,95 ¡,00 1,03(s,3H) 1,16(un) ¡,19 (un) 1,22(un) 1,140,331) ua (un) ¡,12
(8.3") (SJH) (SJH) (5.3")

'H-22 e ¡{-23 5,10 (mJH) J= s Hz. hgamas 1,44(un), CHa-T_os 7,26 y 7,72 (dd,4H) J= 9 H2. cmass 0,40 (un),

(CH3)3CSi 0,88(s,9H). ¡CHJCO 2,40(s,3H). ecaso 3,36 (3.3“). rHcoo 8,]0(&,IH).
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Tabla 5.11. Datos relevantes de RMN-¡H (clorofonno-d3) de den'vados de

estigmast-ZZ-en-ó-onaa (V) con distintos sustituyentes en C-3.

11 197 21s 19o“ 206° 214‘l 201° 217 216 196 199

11-3 3,54 4.17 4,67 4,65 4,67 3,52 3,92 4,69 — —

(mIH) (ha.W./,= (mJH) (In-lH) (m.lH) (m-lH) (m.lH) (ba.W./,=
s 112, 111) 3,4112, 111)

11-6 — — — — — -— — — — 3.75

(hlvwlé=
8Hz, 111)

013-111 0,67 0,75 0,67 0,69 0,68 0,68 0,67 0,61(s,3H) 0,70 0,75
(SJH) (s.3H) (513”) (5.3“) (sJH) (5.3“) (5.3“) (5,3") (5.3")

CH3-l9 0,77 0,8] 0,73 0,79 0,77 0,75 0,79 0,66 (SJH) 1,00 0,82
(nl-JH) (63H) (5.3") (8.3“) (sJH) (s-JH) (8.3”) (SJH) (sJH)

l'11-22 e 11-23 5,10 (111,211)J= s 111. bQJ-Tos 1,44 (11,311),CHJ-T_os 7,26 y 7,72 (411,411) J= 9 112. “ens-so, 2,93 (3,311).

dCHJCO 2,40(s,3H). °c113s1 O,40(s,3H), (c113)3cs¡ 0,335,911).

Tabla 5.12. Datos relevantes de RNm-IH (cloroformo-d3) de derivados de

50.-hid1'o1destigmast-ZZ-en-6-onall(VI) con distintos sustituyentes en C-3.

11 174h 220° 21s 234 2.15" 207 213

H-Z — — -- — — 3,75 3,95

(hvaá: (“vu/IA:
24 Hz. lH) 24 Hz. lH)

H5 4.42 5,00 4,32 4, l 8 3,44 4,05 4,20

(mm) (In-lH) (nuH) (In-lH) (mm) mw“: (bmw:
8,6 Hz. lH) 8,6 HL lH)

CH3-18 0,67 0,66 0,68 0,68 0.68 0,76 (s,311) 0,67 (1,311)
(sJH) (sJH) (sJH) (5.3") (s.3H)

cas-19 0.73 0,80 0,86 0,84 0,82 0,8l(s,3H) 0,79(s,3H)
(sJH) (HH) (5.3”) (8.3“) (8.3“)

'11-22 e 11-23 5,10 (m,2H) J= s 112. “gym 1,44 (3,311),c113-T_oa 7,26 y 7,72 (011,411)J= 9 11:. °c113co 2,40 (1,311).

‘C113o 3,36 (3,311)
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Tabla 5.13. Datos relevantes de RMN-¡H (cloroformo-d3) de den'vados de

estigmast-ZZ-eno‘l (V11) y de estigmasta-4,22-dien-6[3-ol (Vfll) con distinta
fimcionalización en el anillo A.

H 179 ¡77 17s 209 las 187

Hz-Hs 5.63 — — 5,65 — —
(m2?!) (nLZH)

H-a — — — _ 5,25 4,00
(mlH) (mlH)

mm — 5,65 _ _ _ _
(“WI =
6 Hu?!)

H-4 — — 6,40 — 5,45 5,45
MH)" (su!) (sJH)

¡[-6 — — — — 4,20 4,05
(SJH) (SJH)

CH3-ls o 70 0.69 0,67. 0.72 0,73 0,66
(5.3") (5.3") (SJH) (3,3") (8.3") (83H)

CH3-19 0,72 1,01 0,97 0,71 1,27 1,15
(8,3H) (s.JH) (8.3H) (sJH) (sJH) (sJH)

'H-zz e H-23 5.10 (m,2H) J= s Hz. "J= 6 Hz

Tabla 5.14. Datos relevantes de RMN-¡H (clorofonno-d3) de den'vados de

estigmasta-S,22-dien-7-onaa (XIX) con distinta funcionalización en el anillo A.

=
H 172 203c 7.17 ¡76

H-J 4.30 3,90 3,80 —
(nun) (mlH) (mlH)

H3-H4 — -—- — 6,13
(mwl =

4.2 Hzí‘u)

H-6 5,50 5,65 5,68 5.60 (ng)
(8.1H) (UH) (alli)

¡1-18 0.70 0,72 (sJH)0,60 0.66
(s.3H) (MH) (sJH)

013-19 1,10 0,30 ¡,24 1,12(un)
(8.3“) (a!!!) (GH)

'H-22 e H-23 5,10 (mJH) J-=a Hz. ¡gs-Tos 1,44 (un), CH3-T_os 7,26 y 7,72 (dd,4H) J= 9 Hz cCH3s¡ 0,40 (un),

(CH3)3CSi 0,88(un).
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5.2.2.2. RMN-¡3C de intermediarios de sintesis.

En las Tablas 5.15 a 5.21 se muestran los datos de RMN-13€ de los compuestos

sintetizados, ordenados en forma idéntica ala efectuada para la presentación de los datos de

RMN-¡H Todos los RMN-¡3C fiJeron realizados en cloroformo deuterado y a una

concentración entre 30-60 mg/O,4 ml de solvente para evitar las incongniencias surgidas de

comparar señales de espectros realizados en diferentes condiciones. En las condiciones

empleadas, y dado que no se operó a temperatura constante, no es apropiado expresar los

datos con una precisión mayor a 0,1 ppm.

Observando las Tablas 5.15-5.21, existen dos tipos de análisis posibles de hacer

sobre los datos recogidos:

5.2.2.2.1. Análisis del efecto del sustituyente de C-3 sobre la frecuencia de
resonancia de los carbonos del anillo A.

5.2.2.2.2. Análisis comparativo de las frecuencias de resonancia de los carbonos

de los anillos A y B, para la serie Sa-hidrogenada y la sen'e 5a­
hidroxilada.

5.2.2.2.1. Análisis del efecto del sustituyente de C-3 sobre la frecuencia de resonancia de
los carbonos del anillo A.

El cambio de sustituyentes de C-3 sólo afecta la frecuencia de resonancia de los C-l,

C-2, C-3 y C-4. Según se muestra en el Esquema 5.2, dichos sustituyentes pueden

ordenarse de acuerdo al efecto desprotector decreciente que ejercen sobre el carbono al que
están directamente unidos.

CH,oo Hoo
TOS:Mso> CH30> g>TBDMSiz g : OH> Cl >Br

Esquema 5.2. Efecto desprotector decreciente de los distintos sustituyentes sobre el

desplazamiento químico de la señal de C-3, en RMN-UC.

Teniendo en cuenta este ordenamiento, el tosiloxi, el mesiloxi, el metoxi y el

acetiloxi son desprotectores respecto del hidroxilo; mientras que el cloruro y el bromuro son

protectores desplazando las señales a campos más altos.

El efecto del sustituyente de C-3 sobre la señal de C-l es prácticamente nulo y sólo

tiene alguna importancia en el caso de los halógenos, que causan una desprotección de

aproximadamente 2 ppm.

El sustituyente de C-3 afecta las señales de C-2 y C-4. En general, los halógenuros y

el t-butildimetilsililoxi son desprotectores respecto del hidroxilo; mientras que el fonniloxi,

tosiloxi, metoxi, mesiloxi y acetoxi son protectores de dicha señal. La magnitud del

desplazamiento suele ser mayor, en estos ejemplos, sobre el C-4 que sobre el C-2.
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Tabla 5.15. Espectros de RMN-BC (cloroformo-d3) de derivados de

estigmasta-5,22-dieno (I) con distintos sustituyentes en C-3.

N 136 169a [91" 202c 221 222 223 224 225d

C-l 37,3 37,0 37,0 37,4 39,7 39,7 39,3 39,2 37,3
C-2 29,7, 28,5 27,7 32,1 34,5 34,5 33,5 33,5 28,1
C-3 71,8 82,3 73,8 72,6 52,3 52,5 60,1 59,9 80,3
C-4 42,2 38,9 38,1 42,9 44,4 44,4 43,5 43,5 38,8
C-5 140,8 138,8 139,4 141,5 141,5 141,5 140,7 140,7 140,7
C-6 121,7 123,4 122,4 121,1 122,3 122,3 123,5 122,4 121,5
C-7 31,9 31,9 31,8 32,1 31,9 31,9 31,7 30,8 37,3
C-8 31,9 31,9 31,8 31,9 32,0 31,9 32,0 32,3 32,0
C-9 50,2 50,0 50,0 50,3 50,3 50,3 50,2 50,1 50,3
C-10 36,5 36,4 36,5 36,6 36,5 36,5 36,8 36,6 37,0
C-ll 21,2 21,1 21,0 21,1 21,3 21,2 21,2 21,3 21,4
C-lZ 39,8 39,6 39,6 39,7 39,7 40,5 39,8 39,6 39,8
C-13 42,3 42,2 42,2 42,2 42,3 42,3 42,3 42,3 42,3
C-l4 56,9 58,0 56 7 56,9 57,0 56,9 56,9 56,8 57,0
C-15° 24,4 24,4 24,3 24,4 24,5 24,4 24,5 24,4 24,5
C-16 28,9 28,7 28,9 28,9 29,0 29,0 29,0 29,0 29,0
C-l7 56,1 56,8 55,9 56,0 56,1 56,1 56,1 56,0 56,1
C-l8! 12,0 12,1 12,0 12,0 12,4 12,3 12,4 12,4 12,4
C-l9” 19,0 19,2 19,3 19,4 19,2 19,1 19,2 19,1 19,1
C-20 40,5 40,5 40,5 40,5 40,6 40,5 40,6 40,5 40,6
C-21‘í 21,2 21,7 21,3 21,2 21,1 21,3 21,1 21,0 21,4
C-22 138,3 138,1 138,1 138,3 138,2 138,1 138,2 138,2 138,2
C-23 129,3 129,3 129,1 129,3 129,3 129,4 129,3 129,2 129,2
C-24 51,2 51,3 51,2 51,3 51,3 51,3 51,3 51,2 51,3
C-25 31,7 31,9 31,8 31,9 31,8 31,9 32,0 31,8 31,9
C-26" 18,9 19,1 19,0 19,4 19,4 19,3 19,2 19,4 19,1
C-27" 21,1 21,1 21,0 21,1 21,4 21,1 21,4 21,3 21,4
C-28° 25,4 25,4 25,4 25,4 25,6 25,5 25,5 25,5 25,5
C-29s 12,2 12,3 12,2 12,2 12,2 12,2 12,2 12,1 12,2
a QH3Tos 21,5 ppm; CH3T_os 144,2 ppm, 134,7 mm, 129,6 ppm y 127,5 ppm.
b 913cc 21,2mm; CH3go 170,5ppm.
c CH3Si -4,6 ppm; (CH3)3QSi 18,2 ppm; (QH3)3CSí 25,9 mn.
d E1130 55,5 wm.
¡h 5o°y" ¡1Con'esponden a señales de carbonos intercambiables.
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Tabla 5.16. Datos relevantes de RMN-13€ (clorofonno-d3) de derivados de

53,68-epoxiestigmast-22-eno (II) con distintos sustituyentes en C-3.

N 186 170ll 184b 199c 204c 17stl 182 183 228 229 230e

C-l 37,2 36,1 36,6 37,3 35,4 39,9 39,8 39,1 39,1 36,8
C-2 31,6 27,9 27,1 31,4 31,7 28,7 33,6 33,2 34,4 34,1 27,2
C-3 69,2 79,3 71,2 70,1 69,4 70,6 53,4 49,2 56,8 60,3 77,8
C-4 42,1 38,5 37,9 42,3 40,5 36,6 44,3 — 43,3 43,3 38,8
C-5 63,0 62,2 62,4 63,1 65,0 61,4 68,2 61,7 61,3 66,9 65,5
C-6 63 7 63,3 63,3 63,7 59,2 63,4 63,4 64,3 64,2 63,6 63,4
C-7 32,6 32,2 32,4 32,7 32,5 32,3 32,8 32,4 32,4 32,7 32,7
C-8 30,9 29,5 29,7 29,8 29,8 29,8 30,0 30,8 30,1 29,9 29,8

C-9‘ 51,3 51,0 50,8 51,3 42,7 50,3 51,3 51,3 51,3 51,3 51,3
C-10 34,8 34,7 35,0 34,9 34,9 33,7 35,4 35,6 34,4 34,9 35,4
C-ll 21,0 21,1 20,9 21,1 21,1 21,1 20,9 21,3 21,3 21,3 21,3
C-12 39,7 39,5 39,6 39,9 39,4 39,7 40,1 39,8 39,8 39,8 39,8
C-l3 42,1 42,0 42,6 42,0 42,2 42,2 42,5 42,3 42,3 42,3 42,3
C-14° 56,3 56,1 55,3 56,4 57,0 56,0 56,4 56,5 56,3 56,4 56,1
C-lS“ 24,2 24,1 24,4 25,3 24,1 24,2 24,3 24,2 24,4 24,4 24,3
C-16 28,8 28,7 29,1 29,0 28,9 28,8 29,7 30,2 29,5 29,8 28,9
C-l7° 55,9 55,8 55,3 56,0 55,7 56,4 56,5 56,4 56,1 56,1 55,6
C485 11,9 11,8 11,6 11,9 12,0 11,9 12,1 12,1 12,4 12,1 12,0
C-19l 17,0 16,8 16,5 17,0 15,9 17,0 16,9 17,4 17,1 17,0 17,2
C-20 40,4 40,4 40,4 40,5 40,4 40,4 40,3 40,6 40,5 40,4 40,5
C-21i 21,9 21,8 21,8 22,0 21,7 21,7 22,0 21,9 21,8 22,0 22,1
C-22 138,1 138,1 138,1 138,2 138,2 138,2 137,9 138,2 138,1 138,0 138,1
C-23 129,3 129,3 129,3 129,4 123,3 129,4 129,7 129,6 129,3 129,4 129,3

C-24' 51,2 51,1 51,0 51,5 51,2 51,2 51,8 51,6 51,3 51,6 51,1
C-25 31,8 31,8 32,4 31,9 31,8 31,9 31,9 31,9 32,0 32,0 31,9
C-26' 18,9 18,9 19,3 19,0 18,9 19,0 19,1 19,2 19,1 19,1 19,1
c-27i 21,1 21,0 20,9 21,2 21,1 21,2 21,2 21,2 21,2 21,1 21,1
C-28“ 25,3 25,3 25,3 25,4 25,4 25,5 25,3 25,5 25,5 29,5 25,5
C-295 12,2 12,2 11,6 12,2 12,2 12,2 12,1 12,4 12,1 12,3 12,3

a QH3TOS 21,5 ppm; CH3T_¿S
b91300 21,2 ppm; CH3QO
c QH3Si -4,6 mm; (CH3)3QSÍ
d H(_:oo 160,5 ppm.
e gn o 55,5 ppm.

170,5 ppm.

18,2 ppm; (_(_ZH3)3CSi 25,9 ppm.

’v°v"' ’L “ Cor-responden a señales de urbanos intercambiables.

144,2 ppm, 134,7 mm, 129,6 ¡1pmy 127,5 ppm.
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Tabla 5.17. Datos relevantes de RMN-13€ (cloroformo-d3) de den'vados de

5X,6Y-estigmast-22-eno (1V) con distintos sustituyentes en C-3.

N 194 195 205a 200D 208a 219c 231 232 233d 211“

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOÓÓÓÓOOOOOÓOOOOOOOOOOO..0...‘

C-l 38,4 37,2 38,2 38,7 32,3 32,1 33,4 32,5 32,2 31,8
C-2 31,0 28,3 32,0 27,7 26,7 23,0 30,2 27,0 27,6
C-3 71,6 68,2 82,6 72,5“ 80,5 71,2 49,5 57,1 76,5 79,5
C-4 34,8 ——— 32,3 35,8 38,2 37,0‘ 35,0' 34,8' 37,5 38,2
C-S 47,4 75,5 47,3 47,6 75,3 75,7 75,9 76,3 76,0 75,6
C-6 71,2‘ -—— 71,3 72,3' 75,8 76,2 76,8 75,9 75,9 75,0
C-7 39,3 --— 39,7 39,5 34,6 34,6' 34,9' 34,0' 34,5 34,3
C-8 31,7° ——— 31,8 31,9 31,9 31,9 32,0 32,0 32,0 31,3
C-9 54 2 43,3 54,0 54,4 45,7 45,5 49,3 46,0 46,0 45,1
C-lO 35,2 40,5 35,1 34,0 37,1 38,3 38,4 38,3 38,6 37,8
C-ll 21,2 21,2 20,9 21,2 21,1 21,1 21,3 21,3 21,2 21,0
C-l2 39 7 40,0 39,7 39,9 39,8 39,8 39,9 39,9 40,0 39,7
C-l3 42,4 42,5 42,5 42,6 42,5 42,6 42,8 42,5 42,7 42,6

C-l4# 56 2 56,9 56,1 56,4 56,1 55,9 56,1 56,1 56,1 55,7
C-lS 24 1 24,3 24,2 24,3 24,2 24,2 24,3 24,3 24,3 24,1
C-16 28,8 28,7 28,8 28,9 28,9 28,9 29,0 29,0 29,0 28,8
C-l7# 56 0 56,1 56,0 56,1 56,0 56,0 56,1 56,1 55,7 56,0
C-18l 12,0 12,3 12,2 12,3 12,3 12,2 12,4 12,5 12,5 12,3
C-l9 15,5 17,1 15,5 15,8 16,7 16,7 17,0 17,0 16,9 16,3
C-20 40,3 40,6 40,4 40,5 40,5 40,5 40,5 40,6 40,6 40,4
C-215 21.1 21,6 21,0 21,1 21,2 21,2 21,1 21,2 —- 21,2
C-22 138,2 138,3 138,2 138,3 138,3 138,3 138,1 138,2 138,2 138,1
C-23 129,2 129,4 129,3 129,3 129,4 129,3 129,3 129,4 129,2 129,5
C-24 51,1 51,3 51,2 51,3 51,3 51,2 51,3 51,3 51,3 51,2
C-25 30,3o 32,0 30,2 30,4 30,2 30,2 30,2 30,3 30,3 30,5
C-26 18,8 19,1 18,9 19,0 19,1 19,0 19,2 19,2 19,1 19,0
C-275 20,9 21,2 21,1 21,1 21,2 21,1 21,3 21,2 21,2 21,0
C-28 25,2 25,5 25,3 25,4 25,4 25,4 25,5 25,5 25,5 25,4

C-29* 12,1 12,3 12,2 12,2 12,4 12,3 12,5 12,5 12,4 12,2
1‘QH3Tos 21,5 ppm; CH3T_os 144,2 ppm, 134,7 wm, 129,6 ppm y 127,5 ppm.
b QH3S1 4,6 wm; (CH3)3QS1 18,2 ppm; (QH3)3CSi 25,9 ppm.
c QH3CO 21,2 ppm; CH3QO 170,5 ppm.
d 91130 55,5 ppm.
e Hgoo 160,5wm.
'v°v“v‘- “ Con'esponden a señales de carbonos intembiables.
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Tabla 5.18. Datos relevantes de RMN-13€ (cloroformo-d3) de den'vados de

estigmast-ZZ-en-ó-ona (V) con distintos sustituyentes en C-3.

N 197 215 198 196 190a 214D 201c 206‘l 217

OOOOOOCOOÓOCOO0....ÓÓÓÓOOOÓOÓOOOOOOOOOOOOÓ...’

C-l 36,8 31,7 38,2 38,1 36,4 36,1 36,9 36,0 39,0
C-2 30,8 28,2 30,9 37,46 28,0 25,8 31,3i 27,9 32,3i
C-3 70,8 65,5 207,0 209,2 81,5 72,5 71,5 80,9 50,5
C-4 30,1 27,8 49,0 41,3 26,9 26,6 30,3i 27,0 33,3i
C-5 57,0 51,7 42,1 57,5 56,8 56,5 56,0 56,4 58,8
C-6 206,0 206,0 70,8 21 1,2 209,3 209,6 21 1,1 208,8 209,3
C-7 46,8 46,9 39,7 46,6 46,5 46,3 46,8 46,1 46,4
C-8 38,0 38,8 31,9 38,0 37,8 37,6 37,9 37,5 37,6
C-9 54,0 54,0 53,8 53,5 53,7 53,5 54,1 53,2 53,7
C-10 41,0 41,6 36,7 37,05 40,6! 40,1! 41,0! 40,1! 40,5
C-11# 21,2 21,2 21,1 21,1 21,1 20,9 21,2 20,9 21,1
C-12 39,5 39,5 39,9 39,3 39,3 39,1 39,5 39,0 39,2
C-l3 43,0 42,9 42,6 42,9 42,8 42,6 42,9 42,5 42,7

C-14‘ 56,9 57,0 56,1 56,7 55,9 56,1 57,0 55,9 56,7
C-15 24,1 24,0 24,4 24,0 24,0 23,7 24,1 23,7 23,9
C-16 28,8 28,7 28,9 28,7 28,7 28,4 28,7 28,4 28,6

C-17' 56,0 56,0 56,1 56,0 56,4 56,6 57,0 55,6 55,8
C-18° 12,3 12,2 12,3 12,2 12,2 12,0 13,2 12,0 12,1
C-l9 13,2 12,3 15,0 12,6 12,9 12,7 18,2 12,6 12,6
C-20 40,4 40,4 40,5 40,4 40,3! 40,6' 40,4! 40,2! 40,2
C-21 21,6 21,2 21,2 21,7 21,6 21,2 21,5 21,1 21,2
C-22 138,0 138,0 138,2 137,8 137,9 137,6 138,0 137,6 137,8
C-23 129,7 129,6 129,4 129,7 129,8 129,3 129,6 129,3 129,5
C-24 51,3 51,3 51,3 51,2 51,2 50,9 51,2 50,9 51,1
C-25 31,9 31,9 30,2 31,8 31,8 31,5 31,9 31,5 31,7
C-26 19,0 19,0 19,0 19,0 19,0 18,7 19,0 18,7 18,9
C-27“ 21,1 21,2 21,1 21,2 21,4 20,8 21,1 20,8 21,0
C-28 25,4 25,4 25,4 25,4 25,4 25,1 25,4 25,1 25,2
C-29° 12,3 12,2 12,3 12,2 12,2 11,9 12,2 11,9 12,1

I gH3Tos 21,5 ppm; CH3T_os 144,2 ppm, 134,7 ppm, l29,6 ppm y 127,5 ppm.
b 911300 21,2 ppm; 011390 170,5wm.
c 91351 -4,6 mm; (0193951 13,2ppm; (gu3)3cs1 25,9mn.
d
t QHÉSOZ ai38,5 wm. I ‘’ v 45a 1 Cor-responden a señales de carbonos ¡ntercamblables
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Tabla 5.19. Datos relevantes de RMN-13€ (clorofonno-d3) de derivados de

5a-Mdroxjestigmast-ZZ-en-ó-ona (VI) con distintos sustituyentes en C-3.

N 174. 220b 218 234 235c 207 213

C-l 29,8 29,5 32,95 32,1 29,7 39,5 30,3
C-2 27,4 26,3 32,25 31,3 26,8 67,8 69,5
C-3 79 9 70,8 48,0 55,9 75,9 67,9 67,4
C-4 33,6 32,3 39,5 37,8 32,8 26,1 34,2
C-5 80,4 80,2, 81,0 80,5 80,6 50,6 79,5
C-6 212,2 212,4 211,7 212,5 212,2 213,7 212,0
C-7 41 7 41,7 42,0 42,0 42,0 46,3 42,95
C-8 37,4 37,3 37,4 37,4 37,4 37,5 37,1
C-9 44,2 44,3 44,7 44,5 44,7 53,4 45,3
C-lO 43 1 43,0 43,1 43,] 43,] 42,4 44,5
C-ll“ 21,4 21,2 21,1 21,2 21,3 20,7 20,9
C-12 39 5 39,5 38,8 39,6 39,6 39,0 39,3
C-l3 42 4 42,5 42,3 42,4 42,7 42,6 41,45

C-l4' 56,0 56,4 56,5 56,5 56,5 56,4 56,3
C-15 24,1 24,0 24,0 24,1 24,1 23,7 23,8
C-16 28,9 28,8 28,7 28,8 28,8 28,4 28,6

C-l7a 56,4 56,0 56,0 56,4 55,9 55,6 55,8
C-18 12,3 12,2 12,3 12,4 12,4 11,8 12,0
C-l9 13,9 13,9 14,1 14,1 14,1 13,1 14,5
C-20 40,5 40,4 40,4 40,5 40,4 40, 1 40,3
C-21 21,3 21,3 21,3 21,5 21,5 20,9 21,0
C-22 138,0 138,1 138,9 138,0 138,0 137,7 137,9
C-23 129,5 129,6 129,6 129,5 129,5 129,3 129,4
C-24 51,3 51,2 51,3 51,3 51,3 50,9 51,1
C-25 32,0 31,8 32,0 32,0 32,0 31,5 31,7
C-26 19,1 19,0 19,1 19,1 19,1 18,6 18,8
C-27“ 21,3 21,1 21,2 21,2 21,3 20,6 20,9
C-28 25,5 25,4 25,4 25,5 25,5 25,0 25,2
C-29o 12,3 12,2 12,3 12,4 12,3 14,7 12,0

‘ QH3Tos 21,5 ppm; CH3T_os 144,2 ppm, 134,7 mm, 129,6 mm y 127,5 ppm.
b gH3co 21,2 ppm; CH3QO 170,5ppm.

:CHRO 55,5 wm..0
v a 75 Con'esponden a señales de carbonos intercambiables.

O
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Tabla 5.20. Datos relevantes de RMN-13€ (cloroformo-d3) de derivados de

estigmast-ZZ-eno (VII) y de estigmasta-4,22-dieno-68-ol (VIH) con distinta
fimcionalización en el anillo A.

N 179 177 178 209 185a 187

C-l 39,4 41,8 35,5 34,6 36,7 37,8
C-2 124,4 26,75 -—- 125,4 25,46 28,3
C-3 124,9 124,7 —--- 122,4 70,7 67,2
c-4 21,7 123,7 132,4 34,6 124,3 128,0
C-5 53,8 57,1i 145,8 78,1 149,2 146,8
C-6 211,7 214,3 203,1 211,2 74,0 73,3
C-7 47,0 46,8 46,0 42,45 39,1 38,8
C-8 37,7 37,0 33,7 37,5 31 9i 31 6‘
C-9 53,4 51,2 51,2 45,3 54,1 54,0
C-10 40,3 39,6 39 4 42,91 36,6 36 6
C-ll" 21,1 21,2 21,2 21,3 21,1 20,8
C-12 39,4 39,4 39,4 39,5 39,7 39,5
C-13 42,7 42,6 42,4 42,79 42,4 42,1

C-14" 56,9 56,5‘ 55,8 56 9 56 0 55 7
C-15 24,0 24,0 25,4 24,1 24,2 23,9
C-16 28,7 28,9 28,7 28,8 28,9 28 6

C-17“ 55,9 56,0‘ 56,9 56,6 56 2 55 9
C-18° 12,2 11,7 12,2 12,4 12,3 11 8
C-l9 13,4 19,7 20,4 14,6 19 o 20,6
C-20 39,9 40,4 40,3 40,5 40 5 40,2
C-21 21,2 21,9 20,1 21,1 212 20,1
C-22 138,0 138,0 137,8 137,9 138,1 138,0
C-23 129,6 129,6 129,4 129,5 129,2 129,0
C-24 51,2 51,3 51,2 51,3 51,2 51,1
C-25 31,8 32,0 31,8 32,0 30,21 30,0i
C-26 18,9 19,0 19,0 19,1 20,9 18,6
C-2711 21,1 21,1 21,2 21,3 21,1 20,6
C-28 25,3 25,4! 25,5 25,5 25,09 25,1
C-29° 12,1 12,2 12,2 12,4 12,3 11,8

" CH CO 21.2 ppm; CH3_QO 170,5 ppm.
"1’ 5'5 Corresponden a señales de carbonos intercambiables.
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Tabla 5.21. Datos relevantes de RMN-¡3C (cloroformo-d3) de derivados de

estigmasta-S,22-dien-7-ona (XIX) con distinta funcionalización en el anillo A.

N 172a 236 237 176

C-l 35,8 33,0 32,9 32,8
C-2 28,3 26,7 26,5 23,3
C-3 79,7 51,3 57,8 136,4
C-4 38,1 36,4 38,6 127,5
C-5 162,] 160,9 163,7 160,6
C-6 126,8 127,7 126,2 130,0
C-7 201 1 202,0 201,6 201,9
C-8 45,3 46,1 46,6 45,9
C-9 50,0 49,8 49,9 49,6
C-10 38,4 39,0 38,2 36,3
C-11° 21,1 21,6 21,6 21,4
C-12 38,3 38,9 38,2 38,7
c-13 42,9 43,5 42,7 43,4
C-l4 49,9 50,9 50,0 50,7
c-1s 25,3 23,5 23,8 25,3
C-16 28,9 29,2 29,1 29,0
C-l7 54,6 54,9 54,8 54,7

C-18' 12,0 12,4 17,4 12,2
C-l9 17,1 16,7 12,4 16,5
C-20 40,1 40,3 40,3 40,2
C-21 21,3 21,3 21,2 21,1
C-22 137,8 138,0 138,1 137,9
C-23 129,4 129,5 129,5 129,2
C-24 51,1 51,3 51,3 51,1
C-25 31,8 32,0 32,0 31,8
C-26 19,0 19,2 19,1 19,0
C-27° 21,0 21,2 21,2 21,0
C-28 26,3 25,5 25,5 26,5

C-29' 12,2 12,4 12,4 1Q
‘ CH3Tos 21,5 ppm; CH3T_os 144,2 ppm 134,7 ppm, 129,6 ¡pm y 127,5 ppm.
'51 COI-respondena señales de carbonos intercambiables.
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5.2.2.2.2.Análisis comparativo de las frecuencias de raonancia de los carbonos de los

anillos Ay B, para la serie 5a-hidrogenada y la serie 5a-hídroxilada.

Las diferentes fimcionalizaciones que poseen los anillos A y B surgidas durante el

desarrollo de las estrategias sintéticas utilizadas para la obtención de los precursores de los

diferentes brassinosteroides, se ejemplifican en la Figura 5.3, para el caso de un sustituyente

x 101 x A "‘- 101 "°"x K_. —O _.
no TIO "6-".

ou 0 o o
.3 ¡n m ¡r

—o
no no [H0]

m rn \ m
K 101 ,1 x 101 "°'-». ‘­—o —o —o

1' o _ r"
no 5“ ' ou ou ”° 5,,

o“ 0 0 o
- '7‘ I! zu

Figura 5.3. Diferente funcionalización de los anillo A y B, en compuestos intermediarios de
la síntesis de brassinosteroides.

tosiloxi en C-3.

\3

El análisis comparativo de los desplazamientos producidos por la diferentes

fimcionalizaciones, entre la sen'e Sa-hidrogenada y la sen'e Sa-hidroxilada se resume en la
Tabla 5.22.

Tabla 5.22. Desplazamientos, calculados como A(sen'e 50LH- sen'e SaOH) ppm, de los

anillos A y B a] pasar de una estructura Sa-hidrogenada a una Sa-hidroxilada.

¡35205-2082 111190474! MIN-209! 111207413!

C-l 5,9 6,6 9,2 9,2

C-2 0,6 0,6 -1,1 -1,7

C-3 2,1 1,6 2,5 0,5

C-4 -5,9 -6,7 —12,9 -8,l

C-5 -28,0 -23,6 -24,3 -2s,9

C-6 -4,5 -2,8 0,5 1,7

C-7 5,1 4,8 4,5 3,4

C-8 —0,1 0,4 0,2 0,6

C-9 8,3 10,7 8,2 8,1

C-10 -2,0 —2,4 -2,6 -2,1
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Los carbonos más afectados son el C-l, C-4, C-5, C-7 y C-9. La presencia del

hidroxilo en C-5 causa un desplazamiento a campos altos de los C-l, C-7 y C-9 en un rango

de 5,9 a 10,7 ppm, y un efecto desprotector muy importante sobre los C-4 y C-5. Tales

resultados coinciden con las observaciones realizadas en la sección 5.2.1 del presente

Capítulo, Tabla 5.5 (pag. 147) donde se realizó un análisis similar sobre los
brassinosteroides sintetizados.

5.3. ESPECTROMETRÍA DE MASA CON IONIZACION POR BAV

(BOMBARDEO CON ATOMOS VELOCES).
5.3.1. ESPECTROS DE MASA DE IONES POSITIVOS OBTENIDOS POR

IONIZACION BAV DE LOS BRASSINOSTEROIDES SlNTETIZADOS.

Los espectros de masa de iones positivos de los compuestos presentados en la

Figura 5.1 (pag. 142) se realizaron utilizando nitrobencilalcohol (NBA) como matriz. En los

pn'meros intentos se trabajó sobre matrices de glicerol y tioglicerolll sin obtener buenos

resultados. Los observaciones realizadas se complementaron con técnicas de detección de

iones precursores (BZ/E) y técnicas de detección de iones den'vados (B/E).
La mínima concentración detectable de brassinosteroide se determinó realizando

gráficos de abundancia relativa del ión [M+H]+, obtenida por comparación con los picos

cercanos de la matn'z versus distintas concentraciones del mismo. Asi se halló que si bien el

límite de detección ronda los 100 ng/ul, es necesaria una concentración del orden de los

500 ¡tg/ul para obtener un buen espectro. La técnica de espectrometría de masa con

ionización por BAV (BAV/EM), al requerir una concentración 500 ng/ul, no puede

competir en sensibilidad con la de CGL-espectrometn’a de masa en la detección de

brassinosteroides ya que su límite de detección es del orden de los picogramos13. Sin

embargo, la técnica BAV-masa posee la ventaja de pemútir la rápida determinación del peso

molecular de un brassinosteroide desconocido sin necesidad de derivatización (ver Capítulo

1, sección 1.4.2.1, pag. 17).

Esta última afirmación se ve avalada por lo informado por Schmidt y Vorbrodtlo,

quienes hallaron que los brassinosteroides sin den'vatizar no presentaban el ión molecular al

realizar espectros con técnicas de impacto electrónico (IE) o ionización química (IQ).

Por el contrario, utilizando la técnica de BAV-masa el ión [MH-I]+ se detectó en

todos los casos, y en algunos de ellos, como puede verse en la Tabla 5.23, resultó ser el

pico base. El análisis de los espectros permite efectuar algunas observaciones interesantes:

por un lado, la intensidad del pico base parece relacionarse con la polaridad



000......OOOOOOOOOÓÓOÓÓOODÓOÓ.OOOOOOOOOOOÓOOOO'

Tabla5.23.Abundanciasrelativasdelosionesdemasasaltasobtenidosenlosespectrosdemasadeionespositivosconionización porBAV.

COMPUESTO

lónSa-hidrogenados

1255159160161162

[M+Na]+501(21)501(8)----527(3)527(2) [M+H|+479(100)479(70)525(100)525(5)505(6)505(22) [(M+H)—HZO]+46](69)461(100)507(18)507(2)487(3)487(21)|(M+H)-2HZO]+443(24)443(17)489(9)489(17)469(2)469(5) [(M+H)—3g20]+425(3)425(3)-------­

COMPUESTO

IónSa-hidroxilados

163164165166167168

|M+Na|+517(28)517(4)----543(19)543(4) [M+H]+495(5])495(14)541(9)541(4)521(18)52](3) [(M+H)-HzO|+477(63)477(30)523(32)523(2)503(43)503(25) |(M+ll)-2}120]+459(47)459(21)505(l9)505(9)485(20)485(¡0) |1M+Ht3H201+44](37)441(2)487(10)--467(4)-­

Capítulo 5 - 169
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Tabla5.24.Abundanciasrelativasdelosionesrelacionadosconpérdidasdefragmentosdecadenalateral,obtenidosenlosespectros demasadeionespositivosconionizaciónporBAV..

COMPUESTO

lón5a-hidrogenados

1255159160161162

[(M+H)-(b-H)]+365(2)365(2)391(9) |(M+H)—b]+364(8)364(8)39o(2) [(M+H)-(b+H)|+363(15)363(16)409(18)409(10)389(3) [(M+H)-(b+H)-H20|+345(13)345(18)391(13)391(6) [(M+H)—(c+n))+333(3)333(3)379(15)379(5)359(1)359(5) [(M+H)—(c+H)-H20|+[gM+Htgd+HtH2]+303(24)303(25)349(27)349(17)

COMPUESTO

IónSa-hidroxilados

163164165166167168

[(M+H)—(b-H)]+381(16)407(36)407(¡7) [(M+H)-b]+380(33)380(17)406(15)406(9) [(M+H)-(b+n)]+379(17)379(6)425(3)405(7)405(3) [(M+H)—(b+H)-H20]+361(66)361(11)407(13)407(10)387(6)387(2) |(M+H)—(c+H)]+349(14) |(M+H)-(c+H)-H20|+331(30)331(6)377(17)377(5) |(M+H)-(d+H)-H2|+319(4|)365(29)365(7) ¡(M+Ht(d+HtHZO|+349(22)349(4)

Capítulo 5 - 17o
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Tabla5.25.Abundanciasrelativasdeionescorrespondientesafragmentosdecadenalateral,obtenidosenlosespectrosdemasade ionespositivosconionizaciónporBAV.

COMPUESTO

lónSa-hidrogenados

1255159160161162

[d+2H]+175(9)175(7)l75(12)175(7)175(8)175(9) d+173(ll)173(7)173(ll)173(10)173(6)173(6) [c+2H]+147(12)l47(l3)147(18)147(25)147(10)147(15)c+145(10)145(14)145(18)l45(l7)l45(5)145(13) [b+2H|+ll7(5)¡17(6)ll7(15)ll7(l3)--ll7(5) |a+2H|+85(50)85(38)85(78)85(100)85(24)85(31) a+83(30)83(32)83(43)83(61)83(9)83(43)

COMPUESTO

lónSa-hidroxilados

163164165166167168

[d+2H]+175(17)--175(ll)175(3)175(18)175(18) ¿1+173(34)173(8)173(13)173(lO)173(2|)173(23) [c+2H]+147(22)--147(23)147(34)147(27)147(34) c+145(37)145(2)145(25)145(22)145(23)145(32) |I)+2H]+ll7(12)----¡17(3)ll7(5)ll7(lO) [a+2H]+85(95)85(58)85(100)85(100)85(100)85(100) a+83(100)83(100)83(49)83(5983(77)83(8|)

Capitulo 5 - 171
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Tabla5.26.Abundanciasrelativasdelosionesdeltipo[(M+H)-HX]+(X=Br,AcO)yfragmentosrealacionados,obtenidosenlos espectrosdemasadeionespositivosconionizaciónporBAV..

COMPUESTO

[ónSa-hidroenadosSa-hidroxilados

159160161162165166167168

[(M+H)-HX]+445(13)445(lO)445(100)445(100)-------­ |(M+H)-HX-HzO]+----427(12)427(15)-------­ [(M+H)-HX-2HZOI+----409(S)409(5)----425(40)425(19) [(M+H)-Hx-(b+H)]+----329(29)329(39)----345(46)345(26) |(M+H)-HX-(b+H)-HzO|+----311(3)311(3) ----327(49)327(¡7) |(M+H)-l{x-(c+H)]+----299(17)299(19)----315(14)315(12) mmm-mw“----271(9)271(21)-------­

Capítulo 5 - l72
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de la molécula; así, a mayor polaridad el pico resulta ser más intenso (ver Tabla 5.23).

Además, los picos de pérdida de agua [(M+H)-nHzO]+ (n= l, 2 ,3), tienen una tendencia

similar, ya que los pentahidratados presentan picos más intensos que los tetrahidratados, y

estos que los tn' y dihidroxilados (ver Tabla 5.23). Por otro lado, utilizando un barn'do del

tipo B2/E se demostró que los iones [(M+H)-nHZO]+ (n= 2 ,3) poseen diferentes

precursores; por ejemplo se determinó, para el compuesto 12, que el ión [(M+l-I)-2H20]+

se origina directamente del ión [M+H]+ y además del ión [(M+H)—H20]+(ver Figura 5.4).

Otra observación importante que puede hacerse en base a los picos de pérdida de

agua consiste en tener en cuenta el valor de m/z de cada uno de ellos, ya que, una diferencia

de 16 u.m. sirve para distinguir la serie Sa-hidrogenada de la Sa-hidroxilada (ver Tabla

5.23). Esto constituye una gran ventaja, al comparar la técnica de BAV con la de IE o IQ,

ya que estas últimas no detectan las señales correspondientes a pérdidas de moléculas de

agua de los brassinosteroides derivatizadoslS.

Las fragmentaciones caracteristicas de la cadena lateral se ilustran en la Figura 5.5 y

se detallan en las Tablas 5.24 y 5.25. Las rupturas entre los enlaces C17-C20, Czo-sz,

C22-C23 y C23-C24, coinciden con las obtenidas para brassinólidolo y castasteronall por

técnicas de IE (ver Capítulo l, sección 1.4.2.1, pag 17); sin embargo, no se detecta la

ruptura del anillo D entre los enlaces C14-C15 y C13-C17.

C (MH'D-b

r ‘\'—> b
(MH-Í) - c xx 1'

d "x

Figura 5.5. Rupturas de cadena lateral obtenidas por espectroscopía de BAV-masa de iones

positivos. R1, R2 y R3 corresponden a los distintos sustituyentes ilustrados en la Figura

5.1; a, b, c y d corresponden a las distintas rupturas caracteristicas de la cadena lateral y

detalladas en las Tablas 5.24 y 5.25.

Los iones provenientes de la ruptura de la cadena lateral son independientes de las

distintas modificaciones del anillo A. Por otro lado, coincidentemente con lo informado por
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do 560

Figura 5.6. Espectros con barrido B/E de distintos iones del compuesto 162, a) [MH-1]+

(rn/z 505) y b) [(M+H)-AcOH]+ (m/z 445). Se aprecian ambos precursores y los demás

iones del espectro originados a partir de ellos.



Capítulo 5 - 176

G. Adam utilizando técnicas de IE de iones positivos“), tampoco se observan diferencias

entre los isómeros 22(R),23(R) y 22(S),23(S).

La mayor importancia de los fragmentos derivados de las rupturas de la cadena

lateral radica en su masa nominal mucho más que en su abundancia relativa, ya que sirven

para detectar diferentes sustituyentes sobre la cadena natural, tales como 24-metiliden,

24-etiliden, y derivados 25-hidroxiladosZ7. En este sentido, la ruptura C23-C24, fragmento

a+ de m/z 83, sirve para confirmar la sustitución 24-etil de nuestros análogos (ver Tabla

5.25).

Los fragmentos más importantes, en el caso de los análogos acilados, resultaron ser

las relacionados con la pérdida de ácido acético (ver Tabla 5.26) a partir de la molécula

protonada. Como pudo comprobarse realizando experimentos con barrido B/E (ver Figura

5.6) todos los iones del espectro provienen de [(M+I-I)-AcOH]+ y [M+H]+.

En las Figuras 5.7 a 5.9 se pueden apreciar los espectros de BAV-masa de iones

positivos de los brassinosteroides sintetizados con estereoquímica 22(R),23(R) (ver Figura

5.1), realizados a una concentración aproximada de 500 ng/ul.
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Figura 5.7. Espectros de masa de iones positivos de los compuestos 12 (M+478) y 163 (M+

494), obtenidos con ionización por BAV.
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Figura 5.8. Espectros de masa de iones positivos de los compuestos 159 ('M+524) y 165 (M+

540), obtenidos con ionización por BAV.
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Figura 5.9. Espectros de masa de iones positivos de los compuestos 161 M 504) y 167 (M+

520), obtenidos con ionización por BAV.
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5.3.2. ESPECTROS DE MASA DE IONES NEGATIVOS OBTENIDOS POR

IONIZACION BAV DE LOS BRASSINOSTEROIDES SINTETIZADOS.

Los espectros de masa de iones negativos con ionización BAV de los compuestos

presentados en la Figura 5.1 (pag. 142) se realizaron utilizando una mezcla de

Lt. L " ' -hn-l/trieiilarúua (3:1) como matn'z. La intensidad y abundancia escasas de los

picos presentados en este tipo de espectros, se debe a que, para compuestos del tipo

hidrocarbonado polihidroxilado, es relativamente dificil formar un ión negativo.

Los espectros de masa de iones negativos con ionización BAV de brassinosteroides,

realizados anteriormente utilizando técnicas de IE“), se caracterizan por presentar el ión

[M-4]'. Este se debe a la eliminación de cuatro hidrógenos provenientes de los hidroinOS de

la cadena lateral y de los C-22 y C-23 del anión radical M'. Sin embargo, posiblemente

debido al diferente mecanismo de ionización involucrado en las técnicas de BAV, estos iones
no se observan en este caso.

En las Tablas 5.27 a 5.29 se detallan los principales fragmentos obtenidos en

espectroscopía de masa de iones negativos con ionización BAV de los brassinosteroides

sintetizados (ver Figura 5.1, pag. 142).

Tabla 5.27. Abundancias relativas de los iones importantes obtenidos en los espectros de

masa de iones negativos obtenidos por ionización BAV para los brassinosteroides 2a,3a­
dihidroxilados.

COMPUESTO

N lón Sa-hidrogenados Sa-hidrofllos
12 55 163 164

l [M-l]' 477 (100) 477( 100) 493 (100) 493 (100)

2 |(M-l)-H2|' 475 (5) 475 (6) 491 (4) 491 (6)

3 [(M-l)-HZO]' 459 ( 2) 459 (3) 475 (4) 475 (5)

4 [(M-l)-2H20]' 44] (<1) 441 (<1) 457 (4) 457 (2)

5 |(M-l)-aH]' 39] (l) 391 ( l) 407 (3) 407 (2)

6 [(M-l)—aH-H]' 390 (<1) 390 (<1) 406 (3) 406 (<1)

7 [(M-l)—bH]' 361 (2) 361 (2) 377 (3) 377 (3)

8 [(M-l)—(c-H)]' 333 (<1) 333 (l) -- ---­

9 [(M-l)-dH]' —-— —-- 319 (7) 319 (l)
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Los espectros se caracterizan por presentar un intenso ión quasi-molecular [M-H]'

que se conviene en pico base en el caso de los compuestos 12, 55, 161, 162, 163 y 164 (ver

entrada l, Tabla 5.27 y 5.29, y entrada 2, Tabla 5.28). Las fragmentaciones más

importantes provienen de la cadena lateral o de la pérdida del sustituyente de C-3. Con

respecto al tipo de fragmentaciones de la cadena lateral, se observa que son idénticas a las

ilustradas en la Figura 5.5 (pag. 174) correspondientes a iones positivos. En general, estas

rupturas son muy escasas y de baja intensidad. Puede concluirse, además, que la

estereoquímica de la cadena lateral no influye en las rupturas del ión [M-H]', hecho

coincidente con lo observado para la técnica de iones positivos (comparar entradas 6-9,

Tabla 5.27 con entradas 5 y 6, Tabla 5.28 y entradas 6-10, Tabla 5.29).

Tabla 5.28. Abundancias relativas de los iones importante obtenidos en los espectros de

masa de iones negativos obtenidas por ionización BAV, para los brassinosteroides

3B-bromados.

COMPUESTO

N Ión 5a-hidrogenados Sa-hidroxilados
159 160 165 166

1 |(M+2)-l]' 525 (75) 525 (3) 541 (14) 541 (23)

2 [M-l]' 523 (72) 523 (4) 539 (13) 539 (22)

3 [(M-l)-H2]' 521 (1) 521 (<1) 537 (<1) 537 (1)

4 [(M-l)-HBr]' 443 (3) ——— 459 (12) 459 (3)

s |(M-1)+2-cH-H20]' —-- -—— 377 (3) 377 (12)

6 [(M-IHH-Hzor —-- ——- 375 (3) 375 (11)

7 13113.» 8] (88) 31 (95) 81 (97) 31 (96)

8 79Br' 79 (100) 79 (109 79 (100) 79 (100)

Con respecto al sustituyente de C-3 se observa que, los compuestos del tipo

5a-hidroxi-3 B-X (X=Ac0 o Br) (165-168), pierden una molécula de XH más facilmente que

sus análogos Sa-hidrogenados (159-162). Este hecho es opuesto al registrado para técnicas

de iones positivos «allí los Sa-hidrogenados perdían una molécula de XH mucho más

facilmente" y podn'a deberse a la pérdida preferencial del ión X', a partir del ión [M-H]',

antes que el ión XH (ver Tablas 5.28 y 5.29).
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Tabla 5.29. Abundancias relativas de los iones importantes obtenidos en los espectros de

masa de iones negativos obtenidas por ionización BAV, para los brassinosteroides

3B-acetilados.

COMPUESTO

N lón Sa-hidrogenados Sa-hidroxilados
161 162 167 168

l [M-ll' 503 (100) 503 (100) 519 (57) 519 (44)

2 |(M-l)-H2]' 501 (13) 501 (7) 517 (2) 517 (5)

3 |(M-l)-H20]‘ 485 (3) 485 (2) 501 (2) 501 (2)

4 [(M-l)-CH3CO]' 461 (5) 461 (2) 477 (2) 477 (2)

5 [(M-l)-AcOH]' 443 (<1) 443 (<1) 459 (3) 459 (3)

6 [(M-l)-aH]' 417(3) 417(2) 433(<1)
7 |(M-l)-bH]‘ 387 (l) 387 (l) 403 (<1) 403 (<1)

8 |(M-l)-(c-H)|' 359 (<1) 359 (l) ---- -—­

9 [(M-l)—cH)]' ---- ---- 373 (<1) 373 (<1)

10 |(M-l)—dH]' 329 (I) 329 (<1) --- ---­

11 [CH3C021' 59 (96) 59 (58) 59 (100) 59 (100)

En las Figuras 5.10-5.12 se muestran los espectros de masa de iones negativos

obtenidos por ionización BAV de los brassinosteroides sintetizados con estereoquímica

22(R),23(R) (ver Figura 5.1), realizados a una concentración aproximada de 500 nglp].
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Figura 5.10. Espectros de masa de iones negativos de los compuestos 12 (M+478) y 163 M

494), obtenidos con ionización por BAV.
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Figura 5.11. Espectros de masa de iones negativos de los compuestos 159 (M+ 524) y 165 (M

540), obtenidos con ionización por BAV.
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Figura 5.12. Espectros de masa de iones negativos de los compuestos 161 M 504) y 167 (M+

520), obtenidos con ionización por BAV.
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6.1. INTRODUCCION.

Es fundamental contar con uno o van'os ensayos biológicos sencillos, sensibles y

específicos para determinar la actividad biológica relativa de los distintos brassinosteroides.

En el Capítulo l, sección 1.4.1 (pag. 14), se ha presentado un panorama de los ensayos más
utilizados.

Para evaluar la bioactividad de los brassinosteroides sintetizados, presentados en este

trabajo de tesis, se eligió el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz (Oryza sativa),

aplicado sobre plántulas intactas de arrozl (ver sección 1.4.1, Capítulo l, pag. 14). Dicho

ensayo permite evaluar cuantitativamente la actividad biológica de los distintos

brassinosteroides midiendo el ángulo formado entre la lámina de la segunda hoja y la vaina

de la plántula (ver Figura 6.1).

Figura 6.1. Partes de una plántula entera de arroz. El ángulo medido para cuantificar la

bioactividad de los brassinosteroides (9) es el formado entre la vaina y la lámina de la

segunda hoja.
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6.2. BIOACTIVIDAD DEL BRASSINOSTEROIDE PATRON: (22R,23R,24S)­
24-ETIL-2a,3a,22,23-TETRAHIDROXI-Sa-COLESTAN-ó-ONA (12).
6.2.1. PUESTA A PUNTO DEL ENSAYO DE INCLINACIÓN DE LA LAMINA DE

ARROZ (ILA)2.
La acción de los diferentes brassinosteroides sobre las distintas variedades de arroz

puede ser diferente; además, el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz (ILA), puede

verse afectado por varios factores ambientales controlables tales como temperatura,

humedad, intensidad de luz, fotoperíodo, etc. Por ello, para detemiinar y optimizar las

condiciones del bioensayo fue necesario, primero, ajustar las condiciones experimentales con

una variedad de arroz de respuesta conocida, y luego, seleccionar una variedad local de

arroz apropiada. Para llevar a cabo estos bioensayos se utilizó la (22R,23R,24S)-24-etil­

20,3a,22,23-tetrahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (12) brassinosteroide patrón de bioactividad

conocida y, contarnos además, con semillas de la variedad Bahía, oriundas de Cataluña

(España), facilitadas por el grupo de la Dra Carme Brosa. Las primeras experiencias para

estandarizar las condiciones experimentales del bioensayo, requirieron ajustes en las

condiciones de esterilización, germinación, siembra, crecimiento y aplicación del
brassinosteroide.

El ensayo de la inclinación de la lámina de arroz (ILA) dura 8 dias desde su

iniciación hasta la lectura de los resultados. En nuestra cámara de crecimiento pudimos

hacer crecer hasta un máximo de 300 plántulas. En cada experiencia la población de

plántulas se dividió en tres subgrupos:

a) Plántulas destinadas a ser testigos sin aplicación de sustancia alguna (blancos):

sirven para verificar que las condiciones de cultivo no afectan el crecimiento normal de la

plántula ni la medición.

b) Plántulas destinadas a ser testigos con aplicación de etanol (controles): sirven

para ver en qué medida el solvente induce la inclinación de la lámina de la segunda hoja.

c) Plántulas destinadas a ser inyectadas con la solución de brassinosteroide patrón en

una dosis de 0,2 ¡tg/plántula.

La técnica empleada para realizar el bioensayo consta de los siguientes pasos:

a) Esterilización de semillas.

b) Genninación.

c) Siembra.

d) Crecimiento.

e) Aplicación del brassinosteroide.

l) Lectura de resultados.
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Las semillas se esterilizaron con etanol, y unas 300 se germinaron colocándolas en

remojo en agua durante 48 hs a 30°C, con un fotoperíodo de 16 hs de luz y 8 hs de

oscuridad en una cámara de crecimiento cerrada, con paredes reflectantes del lado interior,

con posibilidades de mantener temperatura constante y de establecer fotoperíodos fijos a una

intensidad de luz también constante. Luego de la aparición de una pequeña raíz (l mm),

aquellas que no gerrninaron se descartaron. Las semillas gerrninadas se sembraron en

cristalizadores, sobre agar estéril sin nutn'entes, colocadas de tal forma que las radículas

quedaron en forma vertical. Dichos cnstalizadores se colocaron en recipientes de vidrio

transparente con agua hasta una altura de de 3-4 cm, cerradas herméticamente en su parte

superior; de esta forma, se mantiene un nivel de humedad constante durante el crecimiento.

Este factor de humedad, si es variable, altera la homogeneidad del crecimiento. Una forma

de comprobar humedad constante es la observación de que, durante todo el experimento,

una gota de agua pende del extremo distal de la plántula (gutación). Los recipientes se

colocaron en la cámara de crecimiento por el espacio de 4 días, y las plántulas se crecieron

bajo condiciones de temperatura y fotoperíodo similares a las utilizadas durante el período

de germinación (ver Foto 6.1).

Foto 6.1. Plántulas de arroz en crecimiento en cámara de cultivo.
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Pasado el pen'odo de crecimiento la parte aérea de las plántulas miden

aproximadamente 4-5 cm de longitud (ver Foto 6.2). Antes de la inyección del

brassinosteroide se descartan por raleo aproximadamente un 10% debido a su escaso o

excesivo crecimiento, quedando sólo aquellas con una altura de 4,5: 0,5 cm.

Foto 6.2. Aspecto de las plántulas luego de cuatro días de crecimiento controlado, antes del

raleo y de la aplicación del brassinosteroide.

En cada experiencia se aplicaron 0,5 ul de una solución de concentración

0,4pg/pl de (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi—Sa-colestan-ó-ona (12) por

planta del grupo c y 0,5 pl de etanol por planta control del gmpo b. Para ello, se utilizó
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Foto 6.3. Aguja capilar utilizada para la inyección del brassinosteroide. La aplicación se

realiza 2-3 mm por debajo de la zona ligular.

Foto 6.4. Aspecto de las plántulas 48 hs después de la aplicación del brassinosteroide.
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una microjeringa con una aguja capilar (ver Foto 6.3) que se insertó cuidadosamente

2-3 mm por debajo de la zona ligular de la segunda hoja de la plántula (ver Figura 6.1),

teniendo cuidado de no atravesar el tallo de lado a lado y de que la solución de
brassinosteroide sea absorbida.

Una vez inyectadas las plántulas, se las colocó nuevamente dentro de los recipientes

en la cámara de crecimiento, en condiciones de temperatura y fotoperiodo idénticas a las

utilizadas durante el periodo de crecimiento, por un lapso de 48 hs.

La lectura del ángulo inducido 6 (ver Figura 6.1, pag. 188) se realizó sacando cada

plántula del agar, apoyándola sobre un papel milimetrado, y marcando sus dimensiones

(longitudes de la vaina, lámina, segunda y tercera hoja y vástago, y ángulo generado). Se

obtuvo de esta forma, un registro gráfico de los resultados de cada experiencia. En la Foto

6.4. se muestra el aspecto que presentan las plántulas control y tratadas con brassinosteroide
en el momento de la recolección de resultados.

Una vez registrados gráficamente los valores medidos para cada plátula se realizó el

tratamiento estadístico. El valor del ángulo de inclinación de la lámina se obtuvo restando el

promedio de los ángulos inducidos en las plántulas control (etanol), al promedio de los

ángulos inducidos en las plántulas tratadas con brassinólido.

6.2.2. BUSQUEDA DE VARIEDADES LOCALES SENSIBLES AL ENSAYO DE
INCLINACION DE LA LAMINA DE ARROZ.

Una vez halladas las condiciones óptimas para llevar a cabo el ensayo de la

inclinación de Ia lámina de arroz con la variedad Bahía, oriunda de la zona de Cataluña,

España, el siguiente paso fire encontrar una variedad autóctona de arroz adecuada para

realizar el bioensayo. La variedad apropiada se eligió utilizando el siguiente criterio:

a) facilidad para conseguirla, b) crecimiento parejo, c) facilidad para inyectar (dureza y

diámetro del vástago, y adecuada exposición de la lígula), d) sensibilidad (diferencia entre el

promedio del ángulo inducido por el brassinosteroide y el promedio del ángulo inducido por

el etanol en los controles) y e) reproducibilidad de los resultados.

Las variedades se consiguieron por solicitud a agencias regionales del INTA y

arroceras privadas. Los lotes conseguidos pertenecían a la última cosecha de las variedades:

‘FORTUNA ‘CH UI

*TAIM "'IRGA410-8

‘PASO 144 ‘CT 6919

*IRGA 409 ‘YERUA
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En las experiencias para seleccionar la variedad más sensible al bioensayo no se tuvo

en cuenta la altura de cada plántula al momento de la inyección y se trabajó sobre toda la

población apta; es decir, no se realizó raleo por altura.

Cada una de estas variedades se ensayó por inyección de 0,5 ul de solución etanólica

de (22R,23R,24S)—24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona (12) de concen­

tración 0,4 ug/ul. Como se mencionó anteriormente, en cada experiencia se dejaron

plántulas de blanco sin inyectar y controles inyectados con 0,5 ul etanol. Además, se

agregaron testigos de variedad Bahía (y sus respectivos controles y blancos) para comparar

el crecimiento y respuesta de la variedad de arroz local respecto de la variedad española, que

tomamos como modelo (ver Foto 6.5).

Foto 6.5. En este caso pueden verse los resultados de un expen'mento [LA comparativo

llevado a cabo con la van'edad local Fortuna (extremo derecho) y la variedad española

Bahía (en el centro), tomada como modelo (controles del lado izquierdo).

Los experimentos permitieron descartar la variedad Paso 144 porque presentaba un

crecimiento muy desparejo, con plántulas de distintas alturas, muchas de ellas con la zona

ligular oculta bajo la vaina imposibilitando la inyección. La variedad Irga 410-B se descartó

por su crecimiento excesivamente lento, evidenciado por la presencia de plántulas muy poco
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desarrolladas al momento de inyectar. En la variedad CT 6919 la lígula no se distinguia

claramente para inyectar, su tallo era muy duro (lo que dificultaba la microinyección) y

presentaba escasa sensibilidad. La variedad Yer-ua presentaba un crecimiento totalmente

desparejo. Las variedades Forlura, Taim, Irga 409 y Chui parecieron ser, en principio, las

más apropiadas por su crecimiento parejo y oportuno, su sensibilidad y reproducibilidad en

los experimentos.

Se repitieron los experimentos con las variedades Fortura, Taim, Irga 409 y Chui

sobre poblaciones más numerosas, con la intención de realizar un análisis estadístico de los

resultados. En la Tabla 6.1 se presentan los ángulos obtenidos y la desviaciones estandard

(DESVST) corregidas respecto de los controles 3, calculadas según:

Desvst2BR Desvs12c¡,/ [ll51/57 = +
DE ( NBR Ncrrl )

Donde, DesvstBR es la desviación estandard del promedio del ángulo inducido por el

brassinosteroide, Desvstctfl es la desviación estandard del promedio del ángulo registrado en

los controles inyectados con etanol, NBR es el número de plantas inyectadas con

brassinosteroide y thrl es el número de plantas inyectadas con etanol.

Tabla 6.1. Resultados estadísticos obtenidos con las distintas variedades de arroz locales

sometidas al ensayo de la inclinación de la lámina de arroz.

Variedad Irga 409 Tail: Fortha ami Bahía
ángulo‘ 69,13 70,14 122,13 84,64 95,05

DESVST” 5,03 3,07 2,87 3,93 1,76
'hgllo: diferendnentre el promediodel ángulo inducidopor el hashosaoide y el promediodel ángilo redunda al los cumpla
¡ym un mol (engrados).
“DESVST: desviadú'i amdard de la difamcia entre el promediodel ángulo inducidopor el bruinostaoide y el pmndio del úngilo

regir-adoal losaumls inyeaadcscondanol (al pudes).

De los datos de la Tabla 6.1 se deduce que la variedad Fortuna es la más sensible y

con menor dispersión; lamentablemente, esta variedad crecía en forma muy despareja en

cuanto a alturas; y el raleo previo a la inyección (mediante el cual se seleccionaban plántulas

de altura semejante) resultaba ser demasiado grande para nuestra capacidad de cultivo. La

variedad Taim se descartó por su dificultad para ser inyectada debido a que su tallo muy fino
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se quebraba fácilmente y ocasionaba desbordes de solución. La variedad Irga 409

presentaba también un crecimiento muy desparejo. La variedad Chui resultó ser la más

apropiada por su crecimiento parejo, buena sensibilidad y facilidad para inyectar.

6.2.3. CURVAS DE BIOACTIVIDAD EN FUNCION DE LA DOSIS APLICADA.

Una vez determinadas las condiciones más apropiadas para realizar el bioensayo y

elegida la variedad de arroz Chui como la más conveniente, se procedió a cuantificar la

actividad biológica del patrón de bioactividad conocida, el (22R,23K24S)-24-etil­

2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona (12) en función de distintas concentraciones del

mismo. Se realizó el experimento inyectando dosis crecientes de 12 que oscilaban entre

0,002 ¡tg/planta y 15,2 pg/planta. El limite máximo estuvo condicionado a la solubilidad del

brassinosteroide en etanol y a la capacidad de la plántula para absorber el volumen inyectado

(0,5 pl).

Se midieron distintas variables con la intención de detectar cualquier variación del

crecimiento causada por la aplicación del brassinosteroide tales como longitudes de vaina,

láminas de segunda hoja y tercera hoja, vástago, y ángulo inducido entra la vaina y la lámina.

En la Tabla 6.2 se muestra un ejemplo de los datos recogidos para cada variable, sobre una

población de 26 plántulas a las que se les inyectó 0,5 ul de una solución de 12 de

concentración 0,4 ug/ul (dosis = 0,2 ug/plántula).

Tabla 6.2. Mediciones resultantes del ensayo de inclinación de la lámina de arroz sobre 26

plántulas de la variedad Chui. Datos obtenidos inyectando una dosis de 0,2 ¡ig/planta de una

solución de brassinosteroide patrón (12)“.

N Vaina Lámina 2‘ hoja 3‘lhoja Vástago Angulo
l 2,6 2,5 5,1 6,4 6,4 78

2 2,6 3,0 5,5 6,0 6,0 96

3 2,8 2,1 4,9 6,6 6,6 88

4 2,4 1,3 3,7 6,3 6,2 84

5 2,8 2,5 5,3 7,3 7,3 69

6 2,5 2,2 4,7 6,2 6,2 98

7 3,0 3,2 6,2 7,1 7,1 79

8 2,7 2,5 5,2 6,8 6,8 93

9 2,6 2,6 5,0 5,7 5,7 90
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10 2,5 2,5 6,2 5,3 5,3 104

11 3,0 3,2 5,3 7,1 7,1 90

12 2,9 2,4 5,1 5,8 5,8 112

13 2,5 2,6 5,7 4,8 5,1 95

14 2,9 2,8 6,0 7,4 7,4 92

15 3,5 2,5 6,] 5,7 5,7 104

r6 3,1 3,0 4,7 7,2 7,2 60

17 2,5 2,2 5,4 7,6 7,6 117

18 2,8 2,6 4,2 5,8 5,8 70

19 2,5 1,7 4,7 6,2 6,2 90

20 2,7 2,0 5,1 5,4 5,4 47

21 2,5 2,6 4,7 5,7 5,7 78

22 2,6 2,1 4,9 7,2 7,2 76

23 2,5 2,4 5,0 4,7 4,9 53

24 2,6 2,4 5,4 4,1 5,0 106

25 2,7 2,7 5,0 7,2 7,2 107

26 2,8 2,2 5,0 7,3 7,3 135

'Los ángulos se medieron en grados y el resto de las variables en centimetros.

En una tabla similar se registraron los valores correspondientes a los controles

inyectados con etanol. Con este grupo de datos, luego de ser procesados estadísticamente3,

se constuyó la Tabla 6.3.

Posteriormente, se construyeron tablas similares a la Tabla 6.3 para cada una de las

dosis aplicadas. Los valores finales de (XBR-Xcm) y DESVST registrados para cada una de

las dosis aplicadas se presenta en la Tabla 6.4.

De la observación detenida de los datos registrados en la Tabla 6.4 se pueden

deducir firndamentalmente dos hechos importantes:

l) Los valores medio (XBR) registrados para las longitudes de vaina, lámina,

segunda hoja, tercer hoja y vástago para cada una de las dosis aplicadas son prácticamente

iguales entre si y a los del control (Xcm), por ello los valores de (XBR-Xctrl) son muy

cercanos a cero. Esto indican'a que, a las dosis aplicadas bajo las condiciones de este

bioensayo el brassinosteroide 12 no induce cambios importantes en dichas variables.
En el Gráfico 6.1 se ilustra el cambio de cada una de las variables medidas

(XBR-Xcm), para cada una de las dosis aplicadas.
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Tabla 6.3. Resultados estadísticos calculados a partir de los datos obtenidos en el ensayo de

inclinación de la lámina de arroz, inyectando 0,2 ug/planta, sobre la variedad Chuf'.

Vainañ Lámina 2a ho]! 3a hoia Vástago Angulo
x312 2,69 2,47 5,18 6,30 6,32 91,7

S_BR 0,18 0,33 0,47 0,81 0,76 19,8

x_ctrl 2,98 2,48 5,41 5,77 5,96 4,2

S_c-trl 0,35 0,51 0,62 0,81 0,68 5,6

(En - mi) —0,29 -0-01 —0,23 0,53 0,36 82,9

DESVST 0,07 0,1 1 0,12 0,20 0,17 4,3
i¡Losángulos se medieron en grados y el resto de las variables en centímetros.
XBRPromedio de las mediciones realizadas en las plántulas tratadas con brassinosteroide.
SBRDesviación estandard de las mediciones realizadas en las plántulas tratadas con brasinosteroide.
Xd“ Promedio de las mediciones realizadas en las plántulas control tratadas con etanol.
Sc", Desviación estandard del promedio de las mediciones realizadas en las plántulas control tratadas con
etanol.

(Km-XM) Diferencia entre promedio de las mediciones realizadas en las plántulas tratadas con
brassinosteroide, y el promedio de las mediciones realizadas en las plántulas control tratachs con etanol.
DESVST Desviación estandard de la diferencia entre promedio de las mediciones realizadas en las plántulas
tratadas con brassinosteroide, y el promedio de las mediciones mlizadas en las plántulas control tratadas
con etanol, calculada como en la fórmula [l].

g
¿40.7
a +VAl'NA

°2 u ¡Kira/N +LAMINAH H 2°HOJA
-0 3 +3° HOJA

+VASTAGO
'0.8 I l l V 4

0 001 0.0l 0.1 l lO 100

DOSIS (ug/plantilla)

Gráfico 6.1. Representación de los valores registrados de las distintas variables en fimción

de la concentración creciente de brasinosteroide patrón sobre plántulas de la variedad Chui.
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Tabla 6.4. Valores estadísticos de las mediciones, obtenidos en el ensayo de inclinación de
la lámina de arroz sobre 1avan'edad Chw' en función de las dosis de 12'.

Dosis en Vaina Lámina 2‘lho'a

¡tg/planta UGR-En: DESVST (En - X721) DESVST UGR-En) DESVST

0,002 -0,01 0,07 0,06 0,08 0,07 0,1 l

0,02 -0,06 0,07 -0,02 0,07 -0,08 0,1 l

0,2 0,29 0,07 -0,01 0,1 1 -0,23 0,12

0,75 0,17 0,13 0,07 0,12 0,26 0,20

3,0 0,21 0,08 -0,02 0,08 0,17 0,13

3,8 0,20 0,10 0,07 0,09 0,22 0,14

7,6 0,41 0,08 0,16 0,08 0,38 0,13

_15,2 0,45 0,09 -0,08 0,10 0,18 0,16

Dosis en A3310 3a t o]! Vigia o
¡lg/pm", (En. zm, DESVST (gn. z.” DESVST (ER . a , DESVST

0,002 10,3 2,] 0,21 0,25 0,33 0,21

0,02 67,4 4,0 0,35 0,22 0,38 0,20

0,2 82,9 4,3 0,53 0,20 0,36 0,17

0,75 72,3 4,2 0,40 0,30 0,35 0,26

3,0 74,9 4,6 0,45 0,29 043 0,24

3,8 78,2 4,8 0,30 0,31 0,46 0,25

7,6 85,8 3,9 0,72 0,29 0,56 0,25

15,2 85,9 6,0 0,35 0,31 0,54 0,26

i¡Losángulos se medieron en grados y el resto de las variables en centimetros.
(XBR-Xflr') Diferencia entre promedio de las mediciones ralizadas en las plántulas tratadas con
btasinosteroide, y el promedio de las mediciones realizadas en las plántulas control tratadas con etanol.
DESVST Desviación estandard de la diferencia entn: promedio de las mediciones mlizadas en las plántulas
tratadas con brassinosteroide, y el promedio de las mediciones realizadas en las plántulas control uatadas
con etanol, calculada como en la fórmula ll].
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2) El valor promedio del ángulo inducido (0) entre el vástago y la lámina de la

segunda hoja aumenta sensiblemente respecto del promedio inducido en los controles. Se

observa que dicho ángulo tiene un límite inferior de respuesta con 0,002 ug/plántula y una

capacidad de respuesta máxima que prácticamente no varía por encima de los

0,2 ug/plántula (ver Gráfico 6.2).

oC 100W

8 30
Do 60'
Z
< 40

20.

0 I Ï I I r 1

0.001 0.01 0.1 1 10 ¡oo

DCBIS(ug'plámla)

Gráfico 6.2. Valores de ángulo de inclinación de la lámina de arroz en el bioensayo ILA, en

función de la dosis aplicada de (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi­

Sa-colestan-ó-ona (12).

6.3. BIOACTIVIDAD DE BRASSINOSTEROIDES ANALOGOS.
6.3.1. COMPARACION DE LAS BIOACTIVIDADES EN CONDICIONES

ESTANDARD.

Una vez puesto a punto el bioensayo ILA sobre la variedad de arroz Bahía

(española), habiendo encontrado una variedad de arroz local apropiada --Chui-- y

conociendo la dosis mínima que muestra óptima bioactividad --0,2 ug/plántuIan para el

compuesto considerado como nuestro patrón de bioactividad, el (22R,23R,24S)-24-etil­

2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona (12), emprendimos el estudio comparativo de

las bioactividades de los ll brassinosteroides análogos sintetizados restantes.

Con el objetivo de simplificar la lectura de tablas y gráficos siguientes, establecirnos

un código para cada uno de los compuestos sintetizados, que intenta representar sus grupos

funcionales y estereoquímica distintivas. Estos códigos se muestran en la Figura 6.2

Una copia de la Figura 6.2 se encuentra adosada a la parte interior de la

contratapa del presente ejemplar).
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OH

OH

R1

R2 És

12 : R] = a-OH R2= a-OH R3= H 22(R),23(R) zm)

55 z Rl = a-OH R2 = a-OH R3 = H 22(S)23(S) 2,34555)

159 : R¡ = H R2= p-Br R3= H 22(R).23(R) 3m)

160 : R] = H R2 = D-Br R3 = H 22(8),23(S) 33.6.5)

16] :R¡ = H R2 = B-ACO R3 = H 22(R),23(R) JAM)

161 zRl = H R2 = B-Ago R3 = H 22(8),23(S) 3A_(s,s)

¡63 : Rl =a-OH R2=a-OH R3=OH 22(R),23(R) um)

¡64 : R1 = a-OH R2 = u-OH R3 = OH 22(8),23(S) 13.545,5)

165 : R] = H R2= B-Br R3= OH 22(R),23(R) 33m)

166=R. = H R2= 9-3: R3= OH 226mm 33.5485)

167: R¡ = H R2= p-Aco R3=OH 22(R),23(R) JW)

168 z R] -=H R2 = B-AcO R3 = OH 22(8),23(S) 3,35455)

Figura 6.2. Brassinosteroides sintetizados y la nomenclatura utilizada en este capítulo.

Se inyectaron 0,5 ul de soluciones etanólicas de concentraciones entre 4-10 ¡Lg/ul,

equivalentes a una dosis de 2-5 ug/plántula. Se eligió este rango por estar dentro del de

óptima bioactívidad para el compuesto patrón (12). Los resultados obtenidos, luego de un

tratamiento estadístico similar al indicado en la sección 6.2.3 del presente Capítulo (pag.

196), se muestran en la Tabla 6.5 y se ilustran en el Gráfico 6.3.

Coincidentemente con informes presentados por otros grupos de trabajo“ se observa

que los análogos con el anillo A 2a,3a—dihidroxilado (entradas 1-4, Tabla 6.5), presentan

una actividad de entre 2,5-5 veces mayor que el resto de los análogos sin dicha

fimcionalización. Otra observación importante es que los análogos Sa-hidroxilados poseen

una bioactívidad de entre 60-90 % de la de los Sa-hidrogenados, en el caso de los

compuestos de alta actividad (comparar entradas l y 3 y entradas 2 y 4, Tabla 6.5). Dicha

diferencia desaparece en el caso de los compuestos menos activos. Por ejemplo, en el caso

de los brassinosteroides bromados, el análogo Sa-hidroxilado [3B,5-(S,S)] posee una

bioactívidad relativa del l9%, mientras que el Sa-hidrogenado [3B-(S,S)] posee una

bioactívidad relativa del 22% (comparar entradas 6 y 8, Tabla 6.5).
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Tabla 6.5. Resultados estadísticos obtenidos en la cuantificación de la bioactividad de los

brassinosteroides sintetizados.

N compuesto dosis en ángulo (0)n DESVSTb Bioactividad

iia/planta "/oc
l 2,3-(R,R) 2 88,2 8,0 100

2 2,3-(S,S) 3,5 85,7 4,3 97,0

3 2,3,5-(R,R) 2 79,4 5,5 90,0

4 2,3,5-(S,S) 3 55,2 6,2 62,6

5 3B-(R,R) 3 20,0 2,7 22,7

6 3B-(S,S) 5 19,1 2,6 21,7

7 3B,5-(R,R) 3,5 10,9 2,1 12,4

8 3B,5-(S,S) 3,5 16,8 2,8 19,0

9 3A-(R,R) 2 12,3 1,7 14,0

10 3A-(S,S) 3,5 23,1 3,8 26,2

11 3A,5-(R,R) 2 11,0 2,1 12,5

12 3A,5-(S,S) 4 16,6 3,6 18,1

' Calculado como (XBR-Xctrl) (en grados).

b-Calculado según la fórmula ¡1] (en grados).

c-Actividad biológica porcentual respecto del 2,3-(R,R).
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Gráfico 6.3. Representación gráfica del ángulo inducido en el ensayo de 1ainclinación de la

lámina de arroz para cada brassinosteroide sintetizado, utilizando la variedad de arroz local
Chui.
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Otro factor a tener en cuenta es la influencia de la configuración de la cadena lateral.

Se observa que los análogos más bioactivos poseen mayor actividad si la configuración de la

cadena lateral es 22(R),23(R) que si es 22(S),23(S) (entradas 1-4, Tabla 6.5). Sin embargo,

en los compuestos con escasa bioactividad dichas diferencias se achican y llegan a invertirse.

Un ejemplo es el caso de los 3B-acetilados-Sa-hidroxisustituidos en el cual el 3A,5-(S,S)

tiene una actividad una vez y media mayor que la del 3A,5-(ILR) (ver entradas ll y 12,

Tabla 6.5).
Las inversiones encontradas en las bioactividades relativas cuando los valores

absolutos de bioactividades son bajos, podrían deberse al hecho de realizar el ensayo en el

límite de respuesta de la planta, por lo cual, cualquier error sistemático en el análisis (como

volúmen inyectado, concentración, variaciones de luz y humedad, etc.) podria inducir
mediciones erroneas.

Para poder hacer una comparación más rigurosa de bioactividades fire necesario

aumentar el umbral de sensibilidad del bioensayo. Esto se logró modificando las condiciones

experimentales de tal forma de mantener un periodo de 48 hs de oscuridad luego de la

inyección del brassinosteroide. Este aumento de la sensibilidad se logra porque en

condiciones de oscuridad, en general, se incrementa la potencialidad de las fitohonnonas que

inducen crecimiento vegetal.

6.3.2. COMPARACION DE LAS BIOACTIVIDADES EN CONDICIONES DE

MAYOR SENSIBILIDAD PARA EL BIOENSAYO ILA.

Una vez detemiinadas las actividades de los distintos brassinosteroides utilizando el

ensayo de la inclinación de la lámina de arroz, y habiendo detectado muy baja bioactividad

para algunos de los brassinosteroides sintetizados se decidió realizar la incubación de las

plantas, en oscuridad, luego de la aplicación del brassinosteroide. La falta de luz provoca la

inhibición de la sintesis de etileno, un regulador del crecimiento vegetal. De esta forma, las

plantas crecen más pudiendo presentar una sensibilidad mayor a la acción de los
brassinosteroides.

Los resultados obtenidos y las dosis aplicadas de cada uno de los compuestos, se

muestran en la Tabla 6.6 y se ilustran en el Gráfico 6.4.

Se pudo comprobar nuevamente que la actividad biológica de los análogos con

configuración 22(R),23(R) en la cadena lateral fue mayor que la de sus diasterómeros

22(S),23(S) (comparar entradas l y 2, 3 y 4, 5 y 6, 7 y 8, 9 y 10; y ll y 12, Tabla 6.5).

La influencia del grupo Sa-hidroxilo en la bioactividad queda mucho mejor

determinada en este ensayo debido al aumento absoluto y relativo de bioactividades de los

brassinosteroides menos activos: existe un aumento en la respuesta absoluta y relativa en
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Tabla 6.6. Resultados estadísticos obtenidos con el ensayo de la inclinación de la lámina

de arroz, modificado con fase oscuridad y comparación con los resultados obtenidos en el

ensayo realizado en las condiciones originales.

N compuesto dosis en ángulo DESVST bioactividad incremento

_ Egplanta (6)a (h) %c bioactividadd
l 2,3-(R,R) 2 l 17,0 6,4 100 32,7

2 2,3-(S,S) 3,5 63,8 5,5 54,5 -25,6

3 2,3,5-(R,R) 2 95,8 7,2 81,9 20,7

4 2,3,5-(S,S) 3 74,8 5,4 63,9 35,5

5 3B-(R,R) 3 55,8 5,7 47,7 179,0

6 3B-(S,S) 5 38,4 5,7 32,8 101,0

7 3B,5-(ILR) 3,5 47,6 6,8 40,7 336,7

8 3B,5-(S,S) 3,5 2,8 1,3 2,4 -83,3

9 3A-(R,R) 2 58,3 5,6 49,8 374,0

10 3A-(S,S) 3,5 27,4 4,] 23,4 18,6

ll 3A,5-(R,R) 2 16,4 3,3 14,0 49,0

12 3A,5-(S,S) 4 1,9 1,3 1,6 -88,6
a Calculadocomo(Kan-xa”) (en grados).
b-Calculado según fórmulall] (en grados).
c'Actividad biológica porcentual respecto del 2,3-(R,R),
dincremento porcentual del ángulo inducido (0) respecto del 2,3-(R,R), comparando el ensayo original
(Tabla 6.5) y el modificado (Tabla 6.6).
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“Iv-(RH! 3A.5-(3.Sl

Gráfico 6.4. Representación gráfica del ángulo inducido en el ensayo modificado de la

inclinación de la lámina de arroz para cada brassinosteroide utilizando la variedad de arroz
local Chui.
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el caso de los análogos con configuración 22(R),23(R) en la cadena lateral, hasta el punto de

superar la actividad biológica de los Sa-hidrogenados con configuración 22(S),23(S) en la

cadena lateral (comparar entradas 2 y 3 y 6 y 7, Tabla 6.5). Sin embargo, este efecto no se

aprecia en los análogos Sa-hidroxilados con configuración 22(S),23(S) en la cadena lateral,

entre los que se encuentran los de menor bioactividad (entradas 8 y 12, Tabla 6.6).

Es interesante comparar los resultados de los ensayos de inclinación de la lámina de

arroz, con y sin modificación, según puede observase en el Gráfico 6.5.

A120
(¿o/100
¡380 [WL
060 IMGJHCAII)
E40

20

0 23252352535353?“NW-“HHH
Gráfico 6.5. Bioactividad comparada, de los análogos de brassinosteroides sintetizados,

obtenidas con los ensayos normal y modificado de inclinación de la lámina de arroz
utilizando la variedad de an‘oz local Chui.

La realización del ensayo de la inclinación de la lámina de arroz (ILA) modificado,

condujo a tres categorías de resultados:

"' Compuestos cuya bioactividad se vio reducida (entradas 2, 8 y12, Tabla 6.6).

* Compuestos cuya bioactividad se vio incrementada entre 20-50% (entradas l, 3, 4,

10 y ll, Tabla 6.6).

* Compuestos cuya bioactividad se vio incrementada entre 100-400% (entradas 5, 6,

7 y 9, Tabla 6.6).

Los compuestos más activos en el ensayo ILA (entradas 1-4, Tabla 6.5) también

fiJeron los más activos en el ensayo [LA-modificado, aunque sus incrementos oscilaron entre

-25 % y 36 %.
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Los compuestos menos activos en el ensayo ILA (entradas 7, 9 y ll, Tabla 6.5)

mostraron un incremento de la actividad biológica del orden de entre el 330 % y el 400 %

para los compuestos 3B,5-(R,R) y 3A-(lLR) (entradas 7 y 9, Tabla 6.6), y del 50% para el

compuesto 3A,5-(R,R) (entrada ll, Tabla 6.6).

Los compuestos con configuración 22(S),23(S) en la cadena, que presentaban un

nivel de actividad media en el ensayo [LA (entradas 6, 8, 10 y 12, Tabla 6.5), también

mostraron respuestas muy discímiles fi'ente al [LA-modificado con incrementos que oscilan

entre el 100% (entrada 6, Tabla 6.6) y valores bajos o negativos (entradas 8, 10 y 12,

Tabla 6.6).

6.3.3. COMPARACION ENTRE LOS DATOS OBTENIDOS CON LAS

VARIEDADES CHUI Y BAHIA.

Una comparación de nuestros resultados de bioactividad en firnción de la dosis

aplicada del brassinosteroide patrón (12) sobre la varieda Chui, con los resultados

informados por el grupo de la Dra. Carme Brosa realizados sobre la variedad Bahía3,

mostró que ambas curvas poseen forma similar. Los resultados indican, también, que la

concentración minima para realizar el ensayo ronda el orden del microgramo por plántula

para la variedad Bahía y de 0,2 ug/plántula para la variedad Chui. Estos datos evidencian la

mayor sensibilidad de la variedad Chui a las condiciones del bioensayo (ver Gráfico 6.6).

ANGULO(°)

8

0.001 0.01 0.1

UNS (ug’plámla)

Gráfico 6.6. Comparación entre las curvas de actividad de la variedades Bahía y Chui.

También fire interesante comparar los resultados de bioactividad que obtuvimos para

nuestros análogos sobre la variedad Chm', con los obtenidos por la Dra. Carme Brosa
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(Barcelona, España), sobre la variedad Bahía, utilizando nuestros análogos sintéticos. Para

realizar dichos ensayos, la Dra. Brosa, utilizó el ensayo de la inclinación de la lámina de

arroz con y sin modificacións, inyectando para cada brassinosteroide una dosis de

l ug/planta, excepto en el caso del 3A-(R,R) cuya dosis fire de 0,1ug/planta6. Los

resultados obtenidos por la Dra. Brosa se muestran en la Tabla 6.7 y el Gráfico 6.7.

Las primeras observaciones que surgen del Gráfico 6.7 y las Tablas 6.5, 6.6 y 6.7

l) La variedad Chui es, en general, entre 2-3 veces más sensible que la variedad
Bahía.

2) El ensayo realizado en condiciones de oscuridad aumenta la sensibilidad del

ensayo en 2-3 veces para ambas variedades de arroz con la excepción de los

brassinosteroides 3A,5-(S,S) y 3B,5-(S,S) que, utilizando la variedad Chui, presentan una

mayor respuesta al ensayo realizado en condiciones de luz (comparar entradas 8 y 12, Tabla

6.5; con entradas 8 y 12, Tabla 6.6). Esta inversión de la sensibilidad no se detecta
utilizando la variedad Bahía.

3) Los compuestos más activos son el 2,3-(R,R) y el 2,3,5-(R,R), ademas de sus

estereoisómeros de cadena los 2,3-(S,S) y 2,3,5-(S,S), aún cambiando la variedad de arroz y

las condiciones del ensayo (ver Tablas 6.5-6.7).

La modificación del [LA incluyendo una fase de oscuridad, permite establecer un

ordenamiento según bioactividad decreciente de brassinosteroides, teniendo en cuenta los

valores registrados sobre la variedad Chui (ver Tabla 6.8)7. Este mismo ordenamiento

podria establecerse con los datos informados para la variedad Bahía, aunque, debido a los

pequeños valores absolutos de los ángulos inducidos (6) en esta variedad de arroz, las

conclusiones podrian no ser rigurosas.

Estas conclusiones son válidas para una dosis de l ug/plántula aplicada sobre la

varieda Bahía y una dosis de 2-4 ug/plántula aplicada sobre la variedad Chui, bajo las

condiciones de este bioensayo. Sin embargo, deberia realizarse un análisis del

comportamiento a distintas concentraciones antes de poder generalizar esta comparación de

bioactividades. Esto seria importante, firndamentálmente para los casos en que las

diferencias de bioactividades relativas son mínimas (por ejemplo ver entradas 2 y 9, Tabla

6.6).
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Tabla 6.7. Resultados estadísticos obtenidos por la Dra. Brosa con los ensayos normal y

modificado de la inclinación de la lámina de arroz sobre la variedad Bahía, utilizando los

brassinosteroides sintetizados en este trabajo de tesis.

N compuesto 9 [LA (%)a DESVST 9 [LA DESVST
ILA” modificado ILA

(%)a modificadob

1 2,3-(ILR) 87,5 (100) 4,7 98,1 (100) 4,52 2,3-(s,S)c
3 23,5-(11,11)c
4 2,3,5.(s,S)c
5 3B-(KR) 7,0 (8) 1,4 41,9 (42,7) 5,7

6 3B-(S,S) —o,4(0)d 1,2 9,2 (9,4) 1,6

7 3B,5-(R,R) 3,7 (4) 1,5 23,5 (24) 4,2

3 3B,5-(S,S) 1,7 (1,9) 1,6 4,4 (4,5) 1,6

9 3A-(R,R) 1,6 (1,8) 1,6 7,1 (7,2) 1,9

10 3A-(S,S) 1,3 (1,5) 1,5 11,3 (11,5) 2,2

11 3A,5-(R,R) 2,3 (3,2) 1,3 9,3 (9,5) 1,3

12 3A,5-(S,S) 2,6 (3) 1,6 4,4 (4,5) 1,6
a El ángulo se mide en grados. Entre paréntesis se dan las actividades porcentuales respecto del valor para el

gauón 2,3-(R,R)Calculado según la fórmula [1] (en gados).
c Datos no suministrados.

d El valor del promedio del ángulo inducido (0) por el brassinosteroide, es menor al promedio del ángulo
inducido por el etanol en los controles.
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Gráfico 6.7. Bioactividad comparada, de los análogos sintetizados, utilizando los ensayos
ILA normal y modificado utilizando la variedad de arroz española Bahia.
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Tabla 6.8. Orden de bioactividad relativa respecto del brassinólido7, obtenida con el ensayo

modificado de la inclinación de la lámina de arroz, utilizando la variedad Chui.

N compuesto bioactividad

porcetu_al__
l Brassinólido (l) 100

2 2,3-(RR) 96

3 2,3,5-(R,R) 78,6

4 2,3,5-(S,S) 61,3

5 2,3-(S,S) 52,3

6 3A-(R,R) 47,8

7 3B-(R,R) 45,8

8 3B,5-(R,R) 39,1

9 3B-(S,S) 31,5

10 3A-(S,S) 22,5

ll 3A,5-(R,R) 13,4

12 3B,5-(S,S) 2,3

13 3A,5-(S,S) 1,5

6.3.4. COMPARACION DE LAS CURVAS DE BIOACTIVIDAD EN FUNCION DE

LA DOSIS APLICADA, PARA BRASSINOSTEROIDES CON DISTINTO
COMPORTAMIENTO EN ILA.

La diferente bioactividad presentada por los análogos de brassinosteroides puede

provenir de diferentes causas; algunas de ellas pueden ser:

1) Falta de complementación estereoelectrónica entre el receptor y el
brassinosteroide.

2) Alta actividad de mecanismos degradativos del brassinosteroide durante el

bioensayo.

3) lmposibilidad de metabolizar los análogos y transformarlos en metabolitos más
activos.

Con el objeto de verificar si la dosis de 0,2 ug/planta --reconocida como la mínima

concentración óptima para el brassinólido patrón el 2,3-(R,R)-- era apropiada para otros
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análogos, se realizó la curva de dosis/respuesta para otros dos análogos con cadena lateral

perteneciente a la sen'e natural [22(R),23(R)], de reconocida bioactividad extrema (entradas

3 y 9, Tabla 6.5).

a) (22R,23K24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (163)

[2,3,5-(R,R)]­

b) (22R,23R,24S)-24-etil-3B-acetoxi-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (161)

[3A-(KR)]­

Los resultados obtenidos se resumen en las Tablas 6.9 y 6.10, y se muestran en el

Gráfico 6.8. El significado de las van'ables expresadas en ambas tablas, puede leerse en la

nota al pie de la Tabla 6.3 (pag. 198).

Tabla 6.9. Datos estadísticos obtenidos de mediciones del ángulo inducido en ILA (en

grados), para distintas dosis aplicadas de 2,3,5-(R,R) sobre la van'edad local Chui.

dosis en

Egglanta 0,0005 0,001 0,01 0,1 1,0 4,5

En 17,3 18,4 27,3 68,0 88,2 79,4

S_BR 5,9 6,5 15,7 33,5 32,8 33,7

x_ctrl 8,8 8,8 8,8 8,8 8,8 8,8

ïm 4,9 4,9 4,9 4,9 4,9 4,9

aan- n.) 8,5 9,6 18,5 59,2 79,4 70,6

DESVST 1,7 1,4 2,3 4,6 4,9 4,5

Las curvas de concentración para los compuestos más activos muestran un perfil

similar aunque la sensibilidad en el rango de concentraciones menores a lpg/plántula es

menor para el compuesto 2,3,5-(R,R) que para el patrón 2,3-(R,R). El compuesto 3A-(R,R)

es escasamente activo en el rango de concentraciones ensayado. Las concentraciones

máximas analizadas estuvieron condicionadas por la solubilidad de cada brassinosteroide y la

tolerancia máxima de cada plántula de absober el volumen inyectado.

El hecho de que la modificación del bioensayo [LA permitió aumentar la sensibilidad,

induce a seguir investigando la acción de los brassinosteroides en el campo de la fisiología

vegetal, y de su desconocida interacción con otras fitohormonas.
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Tabla 6.10. Datos estadísticos obtenidos de mediciones del ángulo inducido en ILA (en

grados), para distintas dosis aplicadas de 3A-(KR) sobre la van'edad local Chui.

dosis en

Egmlanta 0,00013 0,0013 0,013 0,13 1,25

x_BR 13,6 10,4 13,0 18,3 21,1

5-1311 4,7 7,4 3,6 4,7 5,7

KTM 8,8 8,8 8,8 8,8 8,8

5761 4,9 4,9 4,9 4,9 4,9

(En-x111) 4,8 1,6 4,2 9,5 12,3

DESVST 1,2 1,6 1,2 1,2 1,8
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Gráfico 6.8. Curvas de concentración de 2,3-(R,R), 2,3,5-(R,R) y 3A-(KR).

6.4. OTROS BIOENSAYOS.
6.4.1. GENERALIDADES SOBRE BIOENSAYOS CON PLANTAS MUTANTES.

Aunque las hormonas esteroidales son muy importantes para el desarrollo de

animales, el papel fisiológico de los fitorreguladores esteroidales es aún desconocido3.

El crecimiento y desarrollo de las plantas están gobernados por complejas

interacciones entre señales externas y factores internos. La luz regula muchos procesos de

desanollo durante el ciclo de vida de las plantas, desde la gemiinación de la semilla, hasta la
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inducción floral9’10, y causa profundos cambios morfológicos a nivel de plántulas. En

presencia de luz se inhibe el crecimiento de los hipocótiles, se expanden los cotiledones, se

desarrollan las hojas, se diferencian los cloroplastos, se produce clorofila y se induce la

expresión de muchos genes-luz dependientes.

Se ha sugerido que las hormonas vegetales que inducen división, elongación y
diferenciación celular están involucradas directamente en la acción de la luz sobre las

plantasl 1’12.Sin embargo, aún no se comprenden las interacciones entre ellas y los pasos de

la fotoinducción. Actualmente, para encarar trabajos de investigación en este área se trabaja

con plantas modelo como Arabidopsis Thaliana, y sus mutantes. Para investigar cómo la luz

interacciona con programas de desarrollo interno en plantas jóvenes, se aislan mutantes que

tienen las caracteristicas de una planta crecida en la luz, aunque fueron crecidas en la

oscuridad. Luego se analiza su mapa genético y las proteínas para las cuales codifican los

genes diferenciales.

Las plantas mutantes que perdieron la función del gen DET2 tienen efectos

pleiotrópicosl3. En la oscuridad, las mutantes det2 son cortas, tienen hipocótiles gordos,

acumulan antocianinas, tienen los cotiledones abiertos y expandidos y desarrollan pimpollos

de hojas primarias. Crecidas en luz, las mutantes delZ, además de otras particularidades, son

más pequeñas y oscuras, y muestran tamaño celular menor que los tipos silvestres de

Arabidopsis. Mediante mapeo de los genes de la mutante Arabidopsis DE T2, se mostró que

el gen DET2 codifica para una proteina que comparte una secuencia significativamente

idéntica (38-42%) con la enzima reductasa para Sat-esteroides de mamíferos.
La enzima Son-reductasa de esteroides de mamíferos facilita la conversión de

testosterona en dihidrotestosterona, que es un paso clave del metabolismo de esteroides y es

esencial para el desarrollo embriogénico de la próstata y genitales masculinos externos. Se

ha encontrado que en las familias con problemas hereditarios que involucran la

Sa-reductasa está afectada la posición que en el gen codifica para la posición 204 de la

enzima, que debería codificar para un glutámico. Dado que se ha encontrado también, que

una mutación del glutamato 204 inhibe la actividad in vivo del DE T2 y conduce a defectos

en el desarrollo regulado por luz, que pueden ser aminorados por aplicación de brassinólido

a la planta, se sugiere, entonces, que el gen DET2 codificar-ia para una enzima clave del
camino biosintético de brassinosteroides.

Esta conclusión abrió las posibilidades para la investigación en este campo de la

relación entre mutantes, genes, enzimas y biosíntesis de estas nuevas hormonas vegetales
esteroidales.
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Uno de los aspectos más ríspidos de esta rama de la investigación es la

caracterización de nuevas variedades de mutantes, y la decisión de si un experimento de

mutación condujo o no a la obtención de una variedad mutante nueva.

6.4.2. TRABAJOS EN COLABORACIÓN.

Desde fines del año 1995 se estableció contacto con el Laboratorio de Biologie

Cellulaire de Versailles, Codex, Francia, a cargo del Dr. Michel Caboche, quien trabaja con

mutantes de Arabidopsis enana, y queria probar la actividad de nuestros compuestos en la

reversión de las características fenotípicas de la mutante a aquéllas del tipo silvestre.

El equipo del Dr. Caboche encontró mutantes afectadas en el desarollo temprano,

más específicamente en la elongación del hipocótile. Los primeros ensayos realizados con

algunos de nuestros compuestos no pudieron ser correctamente interpretados porque no se

tenían buenos controles. Actualmente, el Dr. Caboche, está trabajando en Japón en el

Instituto RIKEN, con dos mutantes deficientes en la biosíntesis de brassinólido, que

claramente restauran su fenotipo por agregado de brassinólido y algunos de sus precursores
biosíntéticos.

Cuando estas mutantes enanas crecen en la oscuridad tienen alrededor de 2,2 mm de

largo, mientras que el tipo silvestre tiene 19 mm. A dosis relativamente bajas de

brassinólidos (30 nM), ya no es posible diferenciar entre el tipo salvaje y la mutante, lo que

sugiere una verdadera reversión de la deficiencia. En la Tabla 6.11 se muestran las dosis que

revierten en un 50% la deficiencia en la elongación estudiadas sobre brassinólido (l) y

castasterona (7), y sobre algunos de los brassinosteroides sintetizados en nuestro
laboratorio.

Los resultados obtenidos en estos ensayos con nuestros análogos sintéticos,

muestran un perfil similar de actividad respecto de los resultados en el ensayo de inclinación

de la lámina de arroz. Este hecho es muy alentador, por cuanto se trata de dos sistemas

vegetales diferentes, con pruebas diferentes, infiriéndose una posible generalización para un

ordenamiento general de la actividad de estos compuestos.

Un estudio que está recién en sus comienzos, intenta verificar una posible acción

antagonista de los brassinosteroides, utilizando los análogos que resultaron menos activos en

la reversión al tipo salvaje. Los primeros ensayos mostraron un leve carácter antagonista

para 3B,5-(R,R) y 3A,5-(R,R).
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Tabla 6.11. Dosis aplicadas de distintos brassinosteroides que, sobre la mutante de

Arabidopsis, revierten en un 50% la deficiencia en la elongación con respecto a la especie
silvestre.

Brassinosteroide Concentración de la dosis activa que induce

un 50% de reversión a lafiespecie silvestre.

Brassinólido (l) 4-10 nM

Castasterona (7) 25 nM

2,3-(R,R) 150 nM

2,3,5-(R,R) 700 nM

3B-(R,R) mayor a 1000 nM o no activa

3B,5-(R,R) mayor a 1000 nM o no activa

3A-(R,R) actividad apenas detectable a 500 nM

3A,5-(R,R) mayor a 1000 nM o no activa

6.5. RESUMEN.

Como mencionamos anteriormente en la sección 1.4.1 del Capitulo l (pag. 14) para

llevar a cabo con éxito la detección de principios activos en plantas es fundamental, contar

con ensayos biológicos sensibles y específicos. En el caso de los brassinosteroides los

ensayos utilizados fiieron diseñados originalmente para auxinas, giberelinas o citokininas, los

cuales en condiciones diferenciales especificas sirven para evaluar su bioactividad.

Los ensayos más utilizados para evaluar la actividad biológica de brassinosteroides

son el ensayo de curvatura del primer entrenado del poroto“, el ensayo de elongación del

segundo entrenado del porot015'l7, el ensayo de desenrolle del hojas de trigols, los

ensayos de alargamientos de epicótile, petíolos, cotiledones y planta entera de rábano y

alargamiento de tallo de tomate”, el ensayo de la inclinación de la lámina de arrozzo-ZI,

el ensayo de inhibición del crecimiento de la arveja”, etc. (ver Capítulo l, sección 3.1,

pag. ¡4). En cada uno de estos bioensayos el brassinólido (l) es el brassinosteroide más

activo, sin embargo la bioactividad del resto de ellos varia según el ensayo y la variedad

utilizada para la evaluación (ver Tabla 1.6, Capítulo l, pag. 22)22’17.

En este trabajo de tesis se han realizado dos tipos de ensayos: el ensayo de la

inclinación de la lámina de arroz normal (ILA) y el ensegrode la inclinación de la lámina

de arroz modificado con fase oscuridad. El valor de bioactividades encontradas con el

ensayo ILA modificado utilizando la variedad de arroz Chui, permite inferir un orden de
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actividades decrecientes de los brassinosteroides sintetizados según se expresó en la Tabla

6.8, y según se muestra en el Gráfico 6.9.

Pudimos, además, verificar la influencia de la variedad de arroz sobre los resultados

del ensayo, demostrando que, la variedad Chui es la más sensible. El bioensayo permitió

inferir diferencias en las respuestas de acuerdo al brassinosteroide aplicado.

.­
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35,545.8) SAS-(SS)

Bminóhdo

Gráfico 6.9. Gráfico de banas que representa el orden de bioactividad relativa obtenida con

el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz modificado confase oscuridad, utilizando
la variedad de anoz local Chui.

De estos resultados surgen algunas conclusiones respecto a relaciones estructura­

bioactividad, entre las cuales algunas son coincidentes con resultados informados

previamente en bibliografia“.

l- Los brassinosteroides con sustitución 2a,3a-dihidroxi en el anillo A, resultaron
ser los más activos.

2- Los brassinosteroides con sustitución 22(R),23(R) en la cadena lateral son los que

presentan mayor respuesta al ensayo.

3- Los brassinosteroides con sustitución SOL-hidrógenoson más activos que los que

poseen sustitución Sa-hidroxilo.

4- Los brassinosteroides Sa-hidroxilados con sustitución 22(R),23(R) poseen

bioactividades del orden de las de los compuestos Sa-hidrogenados respectivos con

sustitución 22(S),23(S), excepto para los que poseen sustitución 20.,3a-dihidroxi en el anillo
A.
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5- Los brassinosteroides Sa-hidroxilados con sustitución 22(S),23(S) poseen escasa
bioactividad.
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7.1. GENERALIDADES.

Los puntos de fiisión (pt) se detenninaron en un aparato de Fisher-Johns y no han

sido corregidos.

Los espectros de absorción infrarroja (IR) se realizaron en un Spectrometer 550

Nicolet Magna -IRTMequipado con transformada de Fourier (FT-IR), en pastilla de bromuro

de potasio, y graficados con un plotter Hewlett-Packard Color Pro.

Los espectros de absorción ultravioleta (UV) se hicieron en un espectrofotómetro

con arreglo de diodos Hewlett-Packard modelo 8451A, acoplado a una computadora
Hewlett-Packard 98155A con una unidad de disco Hewlett-Packard 9121. En todos los

casos se utilizó una cubeta de cuarzo de l cm de camino óptico.

Los poderes rotatorios específicos se midieron en un polan'metro automático Perkin­

Elmer modelo 343, en una celda de l dm de longitud y a una longitud de onda de 589 nm.

Las mediciones se realizaron a una concentración de lg/ 100ml (aprox. 0,02 M), utilizando
clorofonno como solvente en todos los casos.

Para los espectros de resonancia magnética nuclear (RW) protónica y de carbono

se utilizó un espectrómetro Van'an XL-lOO-IS a 100.1 y 25.2 MHz respectivamente,

acoplado a una computadora Varian 620/L-100; o un espectrómetro Brucker AC 200 a 200

y 50 MHz respectivamente, en ambos casos utilizando experimentos de pulsos y
transformada de Fourier. Se utilizó cloroformo deuterado como solvente salvo en los casos

que se indican otros solventes. Los desplazamientos químicos se expresaron en 8 (ppm),

utilizando como referencia interna (0,00 ppm) el tetrarnetilsilano (TMS). Las constantes de

acoplamiento (J) se midieron en Hertz. Las señales se describieron en cada caso como

singulete (s), doblete (d), triplete (t), doble doblete (dd), multiplete (rn) o banda ancha (ba).

Los experimentos RMN-“C-DEPT se hicieron con el software standard de Brucker (DEPT­

135: Dístortionless Enhanced Polarization Transfer).

Los espectros de masa (EM) directo se hicieron en espectrómetros Varian CH-7 A

(VARIAN-MAT), VG-TRIOZ (MASSLAB) o Shimadzu QP-SOOOcon ionización por

impacto electrónico (El) a 70 eV. Los espectros de cromatografla gaseosa acoplada a

espectrómetn'a de masa (CGL/EM) se hicieron utilizando el sistema VG-TRIOZ con

cromatógrafo Hewlett-Packard 5898 Serie II. Los espectros de masa de alta resolución y de

ionización por BAV se realizaron en un espectrómetro de masa híbridode configuración

BEqQ (ZAB-VSEQ), VG.

Las cromatografías gas-liquido (CGL) fireron realizadas en un cromatógrafo

Hewlett-Packard 5890 A, con detector de ionización de llama, unido a un integrador
Hewlett-Packard 3392A.
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Las cromatografias en columna se realizaron con silicagel S (sílica flash) Riedel-de

Haén tamaño de partícula 32-63um (230-400 mesh) aplicando presión de nitrógeno para

acelerar la elución. La sílicagel D utilizada fue Riedel-de Haén tamaño de partícula 30 pm

(400 mesh). Los solventes utilizados para la elución se indican en cada caso.

Las cromatografias en capa delgada analíticas se hicieron sobre placas de silicagel 60

con indicador de fluorescencia a 254 nm, tamaño de partícula 25um, tamaño de poro 60Á

espesor de la capa 250um. Los solventes utilizados para la elución se indican en cada caso.

El revelado de las placas se hizo por inmersión en una solución de HZSO4 5% en etanol y

posterior calentamiento en estufa a 120°C. El revelado de los productos polihidroxilados

derivados de las osmilaciones se hizo por inmersión en una solución acuosa de ácido

fosfomolíbdico/sulfato cén'co y posterior calentamiento en estufa a 120°C.

Las cromatografias preparativas se hicieron sobre silicagel 150 con indicador de

fluorescencia a 254 nm, espesor de capa l mm. Los solventes utilizados para la elución y los
reveladores se indican en cada caso.

Los solventes utilizados para cromatografia en capa delgada o preparativa se

purificaron por destilación fraccionada.

Los solventes anhidros se prepararon según las siguientes técnicas:

Cloruro de metileno: se trató con pentóxido de fósforo, se hizo una destilación simple y se
almacenó sobre tarnices moleculares de 4A.

Tetrahidrofirrano (THF): se pasó por una columna de alúmina básica, y se almacenó sobre

cinta de sodio durante 18 hs, tapado con una trampa de cloruro de calcio. Se reflujó en

presencia de benzofenona hasta coloración azul y se almacenó para destilar en el momento
de usar.

Tolueno: se almacenó sobre cinta de sodio por 18 hs tapado con una trampa de cloruro de

calcio. Se reflujó en presencia de benzofenona hasta coloración azul y se almacenó para
destila: en el momento de usar.

Dimetilfonnamida (DMF) y Dimetilacetamida (DMA): Se mantuvo por 18 horas sobre

hidmro de calcio, se filtró y se destiló al vacío, y se almacenó sobre tamices moleculares de
3A.

Dimetilsulfóxido (DMSO): Se almacenó sobre hidmro de calcio.

Pin'dina (Py): Se almacenó sobre hidróxido de sodio.
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A continuación se presentarán los detalles experimentales de cada una de las

sintesis de los compuestos descriptos, ordenados de acuerdo al Esquema o Figura en el

que fueron presentados (Una copia de cada Esquema se encuentra adosada a la parte

interior dela contratapa del presente ejemplar).

7.2. SÍNTESIS DE ANÁLOGOS DE CASTASTERONA Sa-HIDROGENADOS

(Esquema 2.1 y Esquema 4.1).

36-!“ ‘ ' "a ‘ 22 ene (191) (paso a, Esquema 2.1).

Se colocaron 10,0 g de estigmasterol (136) en un balón de 300 ml y se agregaron

200 ml de pin'dina seca. Luego de completada la disolución se adicionaron 100 ml anhídrido

acético. La mezcla se protegió de la luz y se dejó con agitación por 18 horas, al cabo de lo

cua] se virtió sobre una mezcla hielo/HCI 5% contenida en un vaso de precipitados de 500

ml. Se dejó cristalizando toda la noche, se filtró y se lavó con HC] 5% y agua, obteniéndose

el 3B-acetiloxiestigmast-ZZ-eno (191) con rendimiento cuantitativo. Solvente para CCD:

hexano/cloruro de metileno (7:3), Rf= 0,50. Se recristalizó de metano] obteniéndose un

producto blanco de p.f. 141-142°C (lit. l4l-l42°C)1,2.

¡mm-ln; ver Capitulo 5, Tabla 5.7.

RMN-BC: ver Capitulo 5, Tabla 5.15.

SB-t-Butildimetilsililoxiestigmast-22-eno (202) (paso p, Esquema 2.1).

Se colocaron 500 mg de estigmasterol (136) en un balón de 100 ml y se agregaron

40 ml de dimetilformamida anhidra. Una vez producida la disolución se agregaron 210 mg

de imidazol y 220 mg de cloruro de t-butildimetilsililo, y se dejó con agitación por un

pen'odo de 18 hs. Se evaporó el solvente y se extrajo, para obtener el

3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-eno (202) con un rendimiento del 91%. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (1%), Rf= 0,57. Se recristalizó de metano], obteniéndose un

producto blanco de p.f. 123-124°C

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.7.
RMN-13€; ver Capitulo 5, Tabla 5.15.

EM: m/z (%), 469 (M+-[(CH3)3C-], 30); 385 (1); 331 (6); 83 (100).
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3B-Acetoxi-SB,6B-epoxiestigmast-ZZ-eno (184) (paso b, Esquema 2.1).

Técnica a) Se colocaron 800 mg de 3B-acetoxiestigmast-22-eno (191) en un balón

de 500 ml sumergido en un baño a -78°C (acetona/hielo seco), y se agregaron, manteniendo

agitación, 250 ml de cloruro de metileno recién destilado. Luego de completada la

disolución se agregó lentamente (aprox. 2 ml/10 min), desde una ampolla compensadora,

una solución de 429 mg de ácido m-cloroperbenzoico disuelto en 25 ml de cloruro de

metileno recién destilado. Luego de terminado el agregado se retiró el baño y se permitió

reaccionar con agitación durante 24 hs más. Pasado este periodo se lavó hasta neutralidad

con una solución saturada de bicarbonato de sodio. La solución se secó, y se eliminó el

solvente para obtener una mezcla de 5a,6a y 58,6B-epóxidos en proporción 5:1 que se

purificó por columna de sílica flash utilizando una mezcla de cloruro de metileno/hexano

(4: 1) como solvente, obteniéndose las siguientes fracciones:

3B-acetoxi-5a,6a-epoxiestigmast-22-eno (193) con un rendimiento del 58 %.

Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rl'= 0,50. Se recn'stalizó de metano],

obteniéndose un producto blanco de p.f. l92-193°C3'5

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.9.

3B-acetoxi-SB,óB-epoxiestigrnast-22-eno (184) con un rendimiento del 12 %.

Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0.35. Se recristalizó de metanol,

obteniéndose un producto blanco de p.f. l38-139°C (lit.139-140°C)5.

RMN-le ver Capitulo 5, Tabla 5.8.
RMN-13o: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.

Técnica b) Se molieron en un mortero 1,35 g de perrnanganato de potasio y 680 mg

de sulfato de cobre, hasta lograr una mezcla uniforme. Se agregaron 70 ul de agua y se
continuó la molienda.

Por otra parte, en un balón de 50 ml se disolvieron 300 mg de 3B-acetoxiestigmast­

22-eno (191) en 7,0 ml de cloruro de metileno recién destilado, a1 cual se agregó con

agitación el contenido del mortero. Se permitió homogeneizar la suspensión y se agregaron

0,7 ml de l-butanol. Se dejó reaccionar 4 hs y se filtró a través de un lecho de Celite. El

rendimiento de 3B-acetoxi-S[3,66-epoxiestigmast-22-eno (184) fue del 70 %.

Técnica c) Se disolvieron 500 mg de trióxido de cromo en 2,0 ml de ácido acético o

en 1,5 ml de una mezcla (1:1) de anhídrido acético y ácido acético, y se permitió la

disolución con agitación a temperatura ambiente por 30 minutos.

Por otra parte, se disolvieron 454 mg de 3B-acetoxiestigmast-22-eno (191) en 150

ml de cloruro de metileno recién destilado, en un balón de 300 ml, que posteriormente fue

sumergido en un baño a -78°C (hielo seco/acetona). Luego de completada la disolución se

agregó lentamente (aprox. 2 ml/10 min), desde una ampolla compensadora, la solución de
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tn'óxido de cromo diluida en 25 ml de cloruro de metileno recién destilado. Al finalizar el

agregado se dejó reaccionar 20 minutos y se virtió el contenido del balón a un vaso de

precipitados de 500 ml conteniendo una solución de hidróxido de sodio al 10%.

Posteriormente se extrajo con cloruro de metileno. Se procedió a purificar por medio de una

columna de sílica flash con hexano/acetato de etilo (9:1) como solvente obteniéndose las

siguientes fracciones:

3B-acetoxi-5a,6a-epoxiestigmast—22-eno (193) en un 10% de rendimiento.

3B-acetoxi-SB,6[l-epoxiestigmast-22-eno (184) en un 70% de rendimiento.

3B-acetoxiestigmasta-S,22-dien-7-ona (192) en un 15% de rendimiento. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (4:1), Rf= 0,45. Se recristalizó de metano], obteniéndose

un producto blanco de p.f. 186-187°C (lit. 185°C)6.

EM: m/z (%), 468 (Mi l); 408 (M+- AcOH, 12); 296 (10); 269 (10); 83 (100).

SB,6B-Epoxiestigmast-ZZ-en-SB-ol (186).

a) Partiendo del 3B-acetoxi-SB,6B-epoxiestigmast-22-eno (184) (paso g, Esquema 2.1).

Técnica a). Se colocaron 500 mg de 3B-acetoxí-5B,ófi-epoxiestigmast-ZZ-eno (184)

en un balón de 100 ml, y se agregaron 50 ml de una solución de hidróxido de potasio 2% en

etanol. Se reflujó por 15 minutos, se evaporó el solvente, se extrajo con cloruro de metileno.

Se purificó por medio de una columna de silica flash, uitlizando una mezcla hexano/acetato

de etilo (3:2) como solvente, obteniéndose el SB,6l3-epoxiestigmast-22-en-3B-ol (186) con

un 52% de rendimiento. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (7:3), Rf= 0,30. Se

recristalizó de metano], obteniéndose un producto blanco de p.f. 163-164°C (lit. 149­

150°C)7.

RMN-¡Hzver Capitqu 5, Tabla 5.8.

RMN-13€: ver Capitulo 5, Tabla 5.16.

EM: m/z (%), 428 (M"', 9); 410 (M+- HZO, 3), 55 (100); 43 (66).

Técnica b) Se colocaron 500 mg de 3B-acetoxi-S[3,68-epoxiestigmast-22-eno (184)

en un balón de 50 ml, y se disolvieron en 25 ml de tetrahidrofilrano anhidro recién destilado.

Una vez temiinada la disolución se agregaron 100 mg de hider de aluminio y litio, y se

permitió reaccionar con agitación por el lapso de 2 hs. Se extrajo y se purificó por medio de

una columna de sílica flash, utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo (3:2) como

solvente, obteniéndose el 5[3,68-epoxiestigmast-22-en-3B-ol (186) con un rendimiento del
80%.
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b) Partiendo de estigmasterol (136) (paso o, Esquema 2.1).

Se molieron en un mortero 1,35 g de pennanganato de potasio y 680 mg de sulfato

de cobre, hasta lograr una mezcla uniforme. Se agregaron 70 ul de agua y se continuó la
molienda.

Por otra pane, se colocaron 300 mg de estigmasterol (136) en un balón de 25 ml, y

se disolvieron en 7,0 ml de cloruro de metileno recién destilado. Una vez producida la

disolución completa del reactivo, se agregó el contenido del mortero. Se permitió

homogeneizar la suspensión y se agregaron 0,7 ml de l-butanol. Se permitió que 1areacción

continuara por el lapso 4 hs y se filtró a través de un lecho de Celite, obteniéndose el

513,68-epoxiestigmast-22-en-3B-ol (186) con un 59% de rendimiento.

3B-t-Butildimetilsililoxi-SB,6B-epoxiestigmast-22-eno (199).

a) Partiendo del SB,6B-epoxiestigmast-ZZ-en-3B-ol(186) (paso s, Esquema 2.1).

Se colocaron 500 mg de 5B,6[3-epoxiestigmast-22-en-3B-ol (186) en un balón de

50 ml y se agregaron 10 ml de dimetilformamida anhidra. Una vez disuelto el sustrato se

agregaron 318 mg de imidazol y 350 mg de cloruro de t-butildimetilsililo, y se dejó

reaccionando con agitación por el lapso de 18 hs. Se evaporó el solvente y se extrajo con

cloruro de metileno para obtener el 3B-t-butildimetilsililoxi-S[3,68-epoxiestigmast-22-eno

(199) con un rendimiento del 70%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (3%), Rf=

0,35. Se recristalizó de metano], obteniéndose un producto blanco de p_f. 147-148°C.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.8.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.

EM: m/z (%), 485 (Mt [(CH3)3C-], 4); 469 (2); 83 (100); 55 (51).

b) Partiendo de 3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-eno(202) (paso q, Esquema 2.1).

Técnica a) Se molieron en un mortero 1,49 g de permanganato de potasio y 743 mg

de sulfato de cobre, hasta lograr una mezcla uniforme. Se agregaron 75 ul de agua y se
continuó la molienda.

Por otra parte, se colocaron 383 mg de 3B-l-buti1dimetilsililoxiestigmast-ZZ-eno

(202) en un balón de 25 ml, y se disolvieron en 5,0 ml de cloruro de metileno recién

destilado. Una vez disuelto el reactivo se agregó, con agitación, el contenido del mortero. Se

permitió homogeneizar la suspensión y se agregaron 0,75 ml de t-butanol. Se dejó

reaccionar por el lapso de 3 hs y se filtró a través de un lecho de Celite. Luego se purificó

por medio de una columna de sílica flash, utilizando una mezcla de cloruro de

metileno/hexano (1:4) como solvente, obteniéndose el 3B-t-butildimetilsililoxi-S[3,68­

epoxiestigmast-22-eno (199) con un rendimiento del 26%.
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Técnica b) Se colocaron 350 mg de 3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-eno (202)

en un balón de 500 ml sumergido en un baño a -78°C (acetona/hielo seco), y se agregaron,

manteniendo agitación, 200 ml de cloruro de metileno recién destilado. Luego de

completada la disolución se agregó lentamente (aprox. 2 ml/lO min), desde una ampolla

compensadora, una solución de 140 mg de ácido m-cloroperbenzoico disuelltos en 25 ml de

cloruro de metileno recién destilado. Luego de terminado el agregado se retiró del baño y se

pemritió reaccionar, con agitación, durante 24 hs más. Pasado este periodo se lavó hasta

neutralidad con una solución saturada de bicarbonato de sodio y se purificó por medio de

una columna de sílica flash, utilizando una mezcla de cloruro de metileno/hexano (1:4) como

solvente, obteniéndose los siguientes compuestos:

3B-t-butildimetilsili|oxi-5a,6a-epoxiestigmast-22-eno (204) con un rendimiento del

58%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (3%), Rf= 0,41. Se recristalizó de

metano], obteniéndose un producto blanco de p.f. l37-138°C .

RMN-¡H2ver Capítqu 5, Tabla 5.9.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.

EM: m/z (%), 485 (M+- [(CH3)3C-], 4); 393 (l); 83 (100); 55 (51).

3B-t-butildimetilsililoxi-5[3,6B-epoxiestigmast-22-eno (199) con un rendimiento del
9%.

Técnica c) Se disolvieron 500 mg de trióxido de cromo en 2,0 ml de ácido acético o

en 1,5 ml de una mezcla (lzl) de anhídrido acético y ácido acético, y se permitió la

disolución con agitación a temperatura ambiente por 30 minutos.

Por otra parte, se disolvieron 526 mg de 3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-eno

(202) en 150 ml de cloruro de metileno recién destilado, dentro de un balón de 300 ml, que

posteriormente fue sumergido en un baño a -78°C (hielo seco/acetona). Luego de

completada la disolución se agregó lentamente (aprox. 2 ml/lO min), desde una ampolla

compensadora, la solución de trióxido de cromo diluida en 25 ml de cloruro de metileno

recién destilado. Finalizado el agregado se dejó reaccionando 20 minutos más, y se vinió el

contenido del balón a un vaso de precipitados de 500 ml conteniendo una solución de

hidróxido de sodio al 10%. Posteriormente se extrajo con cloruro de metileno y se procedió

a purificar por medio de una columna de sílica flash utilizando una mezcla de hexano/cloruro

de metileno (4:1) como solvente. Se obtuvieron los siguientes compuestos:

3[3-t-butildimetilsililoxi-5a,6a-epoxiestigmast-22-eno (204) con un 5% de
rendimiento.

3B-t-butildimetilsililoxi-SB,6[i-epoxiestigmast-22-eno (199) con un 20% de
rendimiento.
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3B-I-butildimetiIsililoxiestigmasta-5,22-dien-7-ona (203) con un 15% de

rendimiento. Solvente para CCD: hexano/cloruro de metileno (3:7), Rf= 0,52. Se recristalizó

de acetona, obteniéndose un producto blanco de p.f. 210-211°C.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.14.

EM: m/z (%), 485 (M+- [(CH3)3C-], 17); 363 (17); 75 (100); 55 (51).

Estigmast-ZZ-en-3B,6B-diol (194) (pasos c y h, Esquema 2.1).

En un balón de dos bocas de 50 ml, conectado a un tren de nitrógeno, se disolvieron

971 mg de tn'cloruro de aluminio en lO ml de tetrahidrofiirano anhidro recién destilado. Una

vez finalizada la disolución se agregaron 151 mg de hider de litio y aluminio, y se agitó

por 5 minutos. Transcurrido este lapso, se agregaron 300 mg de 3B-acetiloxi-SB,6[3­

epoxiestigmast-22-eno (184) o 270 mg de 5[3,6B-epoxiestigmast-ZZ-en-3B-ol (186)

disueltos en lO ml de tetrahidrofurano anhidro recién destilado. Se permitió reaccionar con

agitación por 3 horas y se agregaron 5 ml de acetona y 5 ml de agua. Se extrajo el producto

con éter etílico y se purificó por medio de una columna de sílica flash utilizando una mezcla

de hexano/acetato de etilo (1:9) como solvente. Se obtuvieron los siguientes compuestos:

estigmast-22-en-3B,SB-diol (195) con un rendimiento del 14,7%. Solvente para

CCD: Hexano/acetato de etilo (1:9), RF 0,70. Se recristalizó de metano], obteniéndose un

producto blanco de p.f. l96-l97°C3.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.10.

RMN-130 ver Capítulo 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 430 (M+,7);412 (M+ - HZO, 3); 394 (2); 55 (100).

estigmast-22-en-3 B,6[3-diol(194) con un rendimiento del 44%. Solvente para CCD:

Hexano/acetato de etilo (1:9), Rf= 0,40. Se recn'stalizó de metano], obteniéndose un

producto blanco de p.f. 200-201°C.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.10.

RMN-BC: ver Capítulo 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 430 (M+, 14); 273 (12); 255 (18); 69 (59); 55 (100).

EMAR: Calculado para C29H5002, M+ = 430,381]. Hallado 430,3812.

3B-t-Butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-en-óB-ol (200).

a) Partiendo del SB-t-butildimetilsililoxi-SB,6B-epoxiestigmast-22-eno (199) (paso r,

Esquema 2.1).
En un balón de dos bocas de 50 ml, conectado a un tren de nitrógeno, se disolvieron

971 mg de tricloruro de aluminio en lO ml de tetrahidrofurano anhidro recién destilado. Una
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vez finalizada la disolución se agregaron 150 mg de hider de litio y aluminio, y se agitó

por 5 minutos. Transcurrido este lapso se agregaron 350 mg de 3B-t-butildimetilsililoxi­

5[3,68-ep0idestigmast-22-eno (199) disueltos en lO ml de tetrahidrofurano anhidro recién

destilado. Se permitió reaccionar con agitación por 3 horas y se agregaron 5 ml de acetona y

5 ml de agua. Se extrajo el producto con éter etílico obteniéndose el

3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-22-en-6[3-ol (200) con un rendimiento del 54%. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (4:1), RP: 0,74. Se recristalizó de metano], obteniéndose

un producto blanco de p.f. l70-l7l°C.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.10.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 487 (M+- [(CH3)3C-], l); 469 (3); 255 (5); 83 (100).

b) Partiendo del estigmast-ZZ-en-SB,6B-diol(195) (paso i, Esquema 2.1).

Se colocaron 522 mg de estigmast-22-en-3B,6[3-diol (195) en un balón de 100 ml, y

se agregaron 40 ml de dimetilfonnamida anhidra. Una vez disuelto el reactivo se agregaron

210 mg de imidazol y 220 mg de cloruro de t-butildimetilsililo, y se dejó reaccionando con

agitación por 24 hs. Se evaporó el solvente y se extrajo con cloruro de metileno

obteniéndose el 3B-l-butildimetilsililoxiestigmast-22-en-6B-ol (200) con un rendimiento del
100%.

SB-T " ' “a ‘ 22 e: 53 e! (205) (paso d, Esquema 2.1).

Se colocaron 584 mg de estigmast-22-en-3 B,6[3-diol(195) en un balón de 25 ml y se

agregaron 10 ml de pin'dina seca. Luego de completada la disolución se agregaron 500 mg

de cloruro de p-toluensulfonilo. La mezcla se protegió de la luz y se dejó con agitación por

18 horas, al cabo de lo cual se virtió sobre una mezcla hielo/HC] 5% contenida en un vaso

de precipitados de 500 ml. Se dejó cristalizando toda la noche y, se filtró y se lavó con HCl

5% y agua, obteniéndose el 3B-tosiloxiestigmast-22-en-6[3-ol (205) con un rendimiento del

94%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (4:1), Rf= 0,42. Se utilizó metanol/agua

como solvente de recristalización obteniéndose un producto blanco de p.f. 161-162°C (d).

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.10.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 412 (M+ - TsOI-I, 14); 273 (12); 255 (14); 55 (100)

SB-t-Butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (201) (paso j, Esquema 2.1).

Se colocaron 260 mg de clorocromato de piridonio en un balón de 25 ml, y se

suSpendieron en 10 ml de cloruro de metileno recién destilado. Se puso el balón, con
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agitación, en un baño hielo/agua por el lapso de 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se

agregaron 150 mg de 3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-en-óB-ol (200) disueltos en lO ml

de cloruro de metileno recién destilado. Se dejó con agitación y al cabo de unos 20 minutos

se retiró el baño de hielo/agua. Se dejó reaccionando por 2 horas, y luego, se pasó por una

columnita de sílicagel D. Se purificó por medio de una columna de sílica flash utilizando una

mezcla de hexano/acetato de etilo (3%) como solvente. Se obtuvo la

3B-l-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (201) con un rendimiento del 95%. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (8%), Rf= 0,60. Se recn'stalizó de metanol, obteniéndose

un producto blanco de p.f. 151-152°C.

RW-IH: ver Capítulo 5, Tabla 5.11.
RMN-13o: ver Capítulo 5, Tabla 5.18.

EM: m/z (%), 485 (M+- [(CH3)3C-], 100); 345 (2); 83 (49);43 (19).

EMAR: Calculado para C31H53Si0 [M- [(CH3)3C-]]+, m/z = 485,3815. Hallado 485,3813.

SB-Hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (197).

a) Partiendo de estigmast-ZZ-en-3B,óB-diol(194) (paso v, Esquema 2.1).

Se colocaron 360 mg de clorocromato de pin'donio en un balón de 100 ml, y se

suspendieron en 50 ml de cloruro de metileno recién destilado. Se colocó el balón, con

agitación, en un baño hielo/agua y se dejó así por el lapso de lO minutos. Transcurrido ese

tiempo se agregaron 636 mg de estigmast-22-en-3[3,6B-diol (194) disueltos en 10 ml del

mismo cloruro de metileno. Se dejó agitando y, luego de 20 minutos, se retiró el balón del

baño de hielo/agua. Se pemútió reaccionar por el lapso de 2 horas. Se pasó por una

columnita de Silicagel D, y se purificó por medio de una columna de sílica flash utilizando

una mezcla de cloruro de metileno/acetato de etilo (4:1) como solvente. Se obtuvieron los

siguientes compuestos:

estigmast-22-en-3,6-diona (196) en un 21% de rendimiento. Solvente para CCD:

cloruro de metileno, Rf= 0,40. Se recn'stalizó de acetona, obteniéndose un producto de p.f.
189-190°C9.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.11.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.18.

EM: m/z (%), 426 (M+,22); 383 (23); 323 (14); 313 (34); 235 (44); 55 (100).

68-hidroxiestigmast-22-en-3-ona (198) en un 15% de rendimiento. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (7:3), Rf= 0,33. Se recristalizó de acetona, obteniéndose un

producto blanco de p.f. l95-l96°C.

RMN-ÏH: ver Capítulo 5, Tabla 5.11.

¡wm-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.18.
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EM: m/z (%), 428 (M+,31); 410 (M+H20, 5); 367 (35); 237 (63); 55 (100).

EMAR: Calculado para C29H4302, M+ = 428,3654. Hallado 428,3658.

3B-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (197) en un 54% de rendimiento. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (1:1), Rf= 0.43. Se recristalizó de metanol, obteniéndose un

producto blanco de p.f. 145-146°C (lit. 146-147°C)1°.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.11.

RMN-UC: ver Capitulo 5, Tabla 5.18.

EM: m/z (%), 428 (M+, 32); 410 ( M+—H20, 2); 286 (49); 55 (100).

b) Partiendo de 3B-t-butildimetilsililoxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (201) (paso k, Esquema

2.1).

Se colocaron 200 mg de 3[3-sililoxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (201) en un balón de

25 ml, y se disolvieron en 10 ml de tetrahidrofurano anhidro recién destilado. Seguidamente

se agregaron 0,85 ml de fluoruro de tetrabutilamonio 0,1 M en tetrahidrofurano

(almacenado sobre tamices moleculares). Se dejó reaccionando 4 horas con agitación, se

evaporó el solvente y se extrajo con éter etílico. Se obtuvo la 3B-hidroxiestigmast-22-en-6­

ona (197) con rendimiento cuantitativo.

SB-T " ° "o ‘ 22 e: 5 en: (190) (paso e, Esquema 2.1).

Se colocaron 260 mg de clorocromato de pin'donio y 10 ml de cloruro de metileno

recién destilado, en un balón de 25 ml con agitación metido en un baño hielo/agua por el

lapso de 10 minutos. Transcurrido ese tiempo se agregaron 161 mg de 3B-tosiloxiestigmast­

22-en-68-ol (205) disueltos en 10 ml de cloruro de metileno recién destilado. Se dejó

agitando en baño de hielo/agua 20 minutos más y luego se lo dejó reaccionando por 2 horas

a temperatura ambiente. Se pasó por una columnita de sílicagel D y se evaporó el solvente.

El residuo se purificó por medio de una columna de silica flash utilizando una mezcla de

hexano/acetato de etilo (85:15) como solvente. Se obtuvo la 3[3-tosiloxiestigmast-ZZ-en-ó­

ona (190) con un rendimiento del 82%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (20%),

Rf= 0,46. Se recristalizó de metanol, obteniéndose un producto blanco de p.f. 180-181°C (lit

185-186°C)“.

RMN-1B: ver Capítulo 5, Tabla 5.11.

RMN-BC: ver Capítulo 5, Tabla 5.18.

EM: m/z (%), 410 (M+ - TsOH, ll); 367 (6); 298 (7); 271 (12); 55 (100).
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SB-Mesiloxiestigmast-22-en-6-ona (206) (paso l, Esquema 2.1):

Se colocaron 500 mg de 3B-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (197) en un balón de

25 ml y se disolvieron en 5 ml de piridina. Se agregaron 0,2 ml de cloruro de metansulfonilo

y se dejó reaccionando en oscuridad por l hora. Se virtió la reacción sobre una solución de

ácido clorhídrico 5% a 0°C y se extrajo con cloruro de metileno. Se obtuvo

cuantitativamente el 3B-mesiloxiestigmast-22-en-6-ona (206). Solvente para CCD:

hexano/acetato de etilo (7:3), Rf= 0.43. Se recristalizó de metano], obteniéndose un

producto blanco de p.f. 148-149°C.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.11.

RMN-13€: ver Capítqu 5, Tabla 5.18.

EM: m/z (%), 506 (M+, 12); 463 (3); 410 (M+ - MsOH, 2]); 394 (34); 367 (28); 271 (39);

55 (100).

EMAR: Calculado para C30H5004S, M+ = 506,3430. Hallado 506,3424.

SB-Acetoxiestigmast-22-en-6-ona (214) (Paso a, Esquema 4.1).

Se colocaron 500 mg de 3B-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (197) en un balón de

25 ml y se disolvieron en 5 ml de piridina. Allí se agregaron 2,5 ml de anhídrido acético y se

dejó reaccionando en oscuridad toda la noche. Se virtió sobre una solución de ácido

clorhídrico 5% a 0°C y se extrajo con cloruro de metileno. Se purificó por medio de una

columna de sílica flash utilizando una mezcla hexano/acetato de etilo (9: 1) como solvente,

obteniéndose 3B-acetoxiestigmast-22-en-6-ona (214) con un rendimiento del 100%.

Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (15%), Rf= 0,41. Se recristalizó de rnetanol,

obteniéndose un producto blanco de p.f. l46-l47°C (lit. 146-147°C)12,¡3.

RMN-le ver Capitulo 5, Tabla 5.11.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.18.

EM: m/z (%), 470 (M+, 20); 427 (3); 410 (M+- AcOH, 3); 367 (16); 358 (23);27l (20); 43

(100).

3a-Hidroxiestigmast-22-en-6-ona (215) (paso d, Esquema 4.1).

Se colocaron 439 mg de 3B-mesiloxiestigmast-22-en-6-ona (206) en un balón de

250 ml y se suspendieron en 48 ml de dimetilformamida. Se agregaron 14 ml de agua y 3 ml

de una solución saturada de bicarbonato de sodio. Se colocó el balón con agitación a 110°C

por 2,5 horas. Se evaporó el solvente, se tomó el residuo con cloruro de metileno y se lavó

con agua. El extracto se secó y evaporó el solvente. Se purificó por medio de una columna

de sílica flash utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo (4:1) y luego hexano/acetato

de etilo (3:2) como solventes. Se obtuvieron los siguientes compuestos:
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3B-mesiloxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (206) sin reaccionar, recuperada en un 6%.

estigmasta-Z,22-dien-6-ona (179) en un 9% de rendimiento. Solvente para CCD:

hexano/acetato de etilo (96:4), Rf= 0,45. Se recristalizó de metanol, obteniéndose un

producto blanco de p.f. 117-1 18°C (lit. 114-115°C)14.

RMN-le ver Capitulo 5, Tabla 5.13.

RMN-13€: ver Capitulo 5, Tabla 5.20.

EM: m/z (%), 410 (M+, 32); 395 (19); 382 (5); 367 (9); 271 (13); 69 (100).

estigmasta-3,22-dien-6-ona (177) en un 31% de rendimiento. Solvente para CCD:

hexano/acetato de etilo (96:4), Rf= 0,39. Se recristalizó de rnetanol, obteniéndose un

producto blanco de p.f. 101-102°C (lit. l 17-119°C)”.

msm-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.13.

RMN-13€: ver Capitulo 5, Tabla 5.20.

EM: m/z (%), 410 (M+, 28); 395 (4); 367 (l l); 298 (14); 271 (18); 55 (100).

3a-hidroxiestigmast-ZZ-en-6-ona (215) en un 33% de rendimiento. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (1:1), Rf= 0,46. Se recristalizó de metanol/agua, obteniéndose

un producto blanco de p.f. l92-l94°C.

RMN-¡Hz ver Capitulo 5, Tabla 5.11.

RMN-BC: ver Capítulo 5, Tabla 5.18.

EM: m/z (%), 428 (M+, 32); 410 ( M+—HZO, 2); 286 (49); 55 (100).

EMAR: Calculado para C29H4302, M+ = 428,3654. Hallado 428,3657.

SB-Bromoestigmast-22-en-6-ona (217):

a) Partiendo de 313-mesiloxiestigmast-22-en-6-ona(206) (paso g, Esquema 4.1).

Se colocaron 635 mg de 3B-mesiloxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (206) en un balón de 100

ml y se agitó hasta disolución total en 50 ml de metano] o etanol. Se agregaron 715 mg de

bromuro de litio y se mantuvo a reflujo por 6 hs. Transcurrido ese lapso se eliminó el

solvente por evaporación, se retornó con cloruro de metileno y se lavó el extracto con agua

destilada. Se secó con sulfato de sodio y se evaporó el solvente para obtener una mezcla de

productos 3a y 3B-bromados en proporción 1:2. Se purificó por medio de una columna de

sílica flash utilizando cloruro de metileno como solvente, obteniéndose los siguientes

compuestos.

3B-bromoestigmast-22-en-6-ona (217) con un rendimiento del 64%. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (96:4), Rf= 0,50. Se recn'stalizó de metanol obteniéndose un

producto blanco de p.f. l40-l4]°C (lit. 143-145°C)16.

RMN-ÏH: ver Capítulo 5, Tabla 5.11.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.18.
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EM: m/z (%), 492 (M+ ,81Br, 5); 49o (M+ ,79Br, 5); 410 (M+- Br, 1); 449 (4); 351 (12), 55

(100).

3a-bromoestigmast-22-en-6-ona (216) con un rendimiento del 30%. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (96:4), Rf= 0,55.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.11.

b) Partiendo de 3a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (215) (paso e, Esquema 4.1).

En un balón de 100 ml se disolvieron 1,75 g de tetrabromuro de carbono y 1,37 g de

trifenilfosfina, en 20 ml de cloroformo. Se dejó la mezcla con agitación 30 minutos y sobre

ella se agregó una solución de 364 mg de 3a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (215) en 20 ml

de clorofonno. Se dejó reaccionando por el lapso de 3 hs, posteriormente la mezcla se pasó

por una columna de sílica Davison utilizando hexano como solvente. Se obtuvo la

3B-bromoestigmast-22-en-6-ona (217) con un 83 % de rendimiento.

Estigmasta-2,22-dien-6-ona (179) (paso f y m, Esquema 2.1).

Se colocaron 366 mg del 3B-mesiloxiestigmast-22-en-6-ona (206) o 421 mg de

3B-tosiloxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (190) en un balón de 25 ml, y se disolvieron en 5 ml de

dimetilformamida. Se agregaron 224 mg de bromuro de litio y se colocó el balón con

agitación en un baño de aceite a reflujo por el lapso de l hora. Se dejó enfriar, se evaporó el

solvente y se extrajo con cloruro de metileno. Se purificó por medio de una columna de

sílica flash utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo (3%) como solvente,

obteniéndose los siguientes productos:

estigrnasta-2,22-dien-6-ona (179) con un rendimiento del 72%.

estigrnasta-3,22-dien-6-ona (177) con un 3% de rendimiento.

estigrnasta-4,22-dien-6-ona (178) en un 11% de rendimiento. Solvente para CCD:

hexano/acetato de etilo (8%), Rf= 0,38. Se recristalizó de metano] obteniéndose un

producto blanco de p.f. l33-l34°C (lit. l33-l35°C)¡4.

RW-IH: ver Capítulo 5, Tabla 5.13.

¡zw-13€; ver Capítulo s, Tabla 5.20.
EM: m/z(%), 410 5); 395 (2); 367 (4); 298 (6); 271 (10); 55 (100).

(22R,23R,248)-24-Etil-2a,3a,22,2‘ ‘ ‘ “‘ "-2 5:: ' ‘ 6 3:: (12)y
(228,238, 24S)-24_etil-2a,3a,22,"1 ‘ ‘ l" "Z 5:: ' ‘ 5 en: (55) (paso x,

Esquema 2.1):
Se colocaron 768 mg de estigrnasta-2,22-dien-6-ona (179) en un balón de 100 ml, y

se disolvieron en lO ml de tetrahidrofirrano recién destilado. Se agitó hasta disolución y se
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agregaron 40 ml de una mezcla de l-butanol/ agua (1:1). Una vez homogeneizada la solución

se agregaron 291,8 mg de (DHQD)2-PHAL, 712,7 mg de metansulfonamida, 3,7 g de

fern'cianuro de potasio, 1,55 g de carbonato de potasio y 34,5 mg de osmato de potasio

dihidrato. Se dejó reaccionar a una temperatura no inferior a los 25°C, por lO días y se

finalizó la reacción agregando bisulfito de potasio hasta que cesó el desprendimiento de

burbujas. La reacción se dejó en esas condiciones por 1 hora y se procedió a la purificación.

Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo varias veces con una mezcla cloruro de

metileno/metanol (5%). Se juntaron todas las fases orgánicas y se lavó pn'mero con ácido

sulfúrico 0,25 M, y luego con hidróxido de sodio 2%. Se pun'ficó por medio de columna de

sílica flash utilizando un gradiente de solventes que iban desde de cloruro de

metileno/acetonitn'lo (25%) hasta cloruro de metileno/acetonitrilo (70%). Se obtuvieron los

siguientes productos:

2a,3a-dihidroxiestigmast-22-en-6-ona (207) en un 30% de rendimiento. Solvente

para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (3:2), Rf= 0,41. Se recristalizó de metanol,

obteniéndose un producto blanco de p.f. l99-20]°C (lit. 234-236°C (d))¡7.

RMN-lH: ver Capítulo 5, Tabla 5.12.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.19.

(228,23S,24S)-24-etil-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-6-ona (55) en un 17%

de rendimiento. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (2:3), Rf= 0,63. Se

recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 203-205°C (lit. 206­

208°C)¡7.

[or];o -7,3° (c 1.o en Cl3CH)

RMN-ln: ver Capítulo 5, Tabla 5.2.

RMN-13€; ver Capítulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C29H5105 [M+H]+ = 479,3737. Hallado 479,3730.

(22R,23¡L24S)-24-etil-2a,3o.,22,23-tetrahidroxi-5a-colestan-ó-ona (12) en un 34%

de rendimiento. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (2:3), Rf= 0,5]. Se

recristalizó de metano], obteniéndose un producto blanco de p.f. 246-248°C (lit. 251­

253°C)l7.

[a]: .4,0° (c 1.o en Cl3CH)

RMN-1B: ver Capítqu 5, Tabla 5.1.

RMN-13€: ver Capítqu 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C29H5105 [M+H]+ = 479,3737. Hallado 479,3746.
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(22R,23R,248)-24-Etil-3B-acetoxi-22,23—dihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (161)

y (228,238,24S)-24-etil-SB-acetoxi-22,23-dihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (162)

(paso b, Esquema 4.1).

Se colocaron 760 mg de 3B-acetoxiestigmast-Z2-en-6-ona (214) en un balón de 100

ml, y se disolvieron en 8 ml de tetrahidrofiJrano recién destilado. Se agitó hasta disolución y

se agregaron 32 ml de una mezcla de t-butanol/ agua (1:1). Una vez homogeneizada la

solución se agregaron 252 mg de (DHQD)2-PHAL, 308 mg de metansulfonamida, 1,60 g de

fern'cianuro de potasio, 672 mg de carbonato de potasio y 29,75 mg de osmato de potasio

dihidrato. Se dejó reaccionar a una temperatura no infen'or a los 25°C, por 9 dias y se

finalizó la reacción agregando bisulfito de potasio hasta que cesó el desprendimiento de

burbujas. La reacción se dejó en esas condiciones por 1 hora y se procedió a la purificación.

Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo varias veces con una mezcla cloruro de

metileno/metanol (5%). Se juntaron todas las fases orgánicas y se lavó, primero con ácido

sulfi'irico 0,25 M, y luego con hidróxido de sodio 2%. Se pun'ficó por medio de una columna

de sílica flash con un gradiente de solventes que iban desde cloruro de metileno/acetonitn'lo

(10%) hasta cloruro de metileno/acetonitn'lo (25%), obteniéndose los siguientes

compuestos:

3B-acetoxiestigmast-22-en-6-ona (214) se recupera con un rendimiento del 46%.

(228,238,24S)-24-etil-3B-acetoxi-22,23-dihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (162) con un

rendimiento del 16,8%. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitrilo (9:1),

Rf= 0,48. Se recn'stalizó metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 173-174°C.

[a]: -19,1° (c 1.o en Cl3CH)

RMN-ln: ver Capítulo 5, Tabla 5.2.

RMN-13€: ver Capitulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C31H53O5 [M+H]+ = 505,3893. Hallado 505,3899.

(22R,23R,24S)-24-etil-3B-acetoxi-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (161) con un

rendimiento del 22,3%. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (3:1),

Rf= 0,55. Se recristalizó de metanol, obteniéndose un producto blanco de p.f. 274-275°C

(d).

[(11.3o-19,3° (c 1.o en CI3CH)

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.1.
RMN-BC: ver Capitulo 5, Tabla 5.3.
EMAR: Calculado para 031115305 [M+H]+ = 505,3393. Hallado 505,3902.
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(22R,23R,248)—24-Etil-3B-bromo-22,23-dihidroxi-24-5a-colestan-6-ona (159) y de

(228,238,248)-24-etil-3B-bromo-22,23-dihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (160) (paso f,

Esquema 4.1).

Se colocaron 850 mg de 3B-bromoestigmast-Z2-en-6-ona (217) en un balón de 100

ml, y se disolvieron en lO ml de tetrahidrofurano recién destilado. Se agitó hasta disolución

y se agregaron 40 ml de una mezcla de t-butanol/ agua ( 1:1). Una vez homogeneizada la

solución se adicionaron 262 mg de (DHQD)2-PHAL, 320 mg de metansulfonamida, 1,66 g

de fenicianuro de potasio, 697 mg de carbonato de potasio y 30,91 mg de osmato de

potasio dihidrato. Se dejó reaccionar a una temperatura no infen'or a los 25°C, por 9 días y

se finalizó la reacción agregando bisulfito de potasio hasta que cesó el desprendimiento de

burbujas. La reacción se dejó en esas condiciones por l hora y se procedió a la purificación.

Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo varias veces con una mezcla cloruro de

metileno/metanol (5%). Se juntaron todas las fases orgánicas y se lavó primero con ácido

sulfúrico 0,25 M, y luego con hidróxido de sodio 2%. Se purificó por medio de una columna

de sílica flash con un gradiente de solventes que iban desde cloruro de metileno/acetonitrilo

(2%) hasta cloruro de metileno/acetonitrilo (20%), obteniéndose los siguientes compuestos:

3B-bromoestigmasta-22-en-6-ona (217) se recupera con un rendimiento del 21,6%.

(228,23S,24S)—24-etil-3B-bromo-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (160) con un

rendimiento del 17,1%. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitrilo (95:5),

Rf= 0,56. Se recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p. f. 128­
130°C.

[or];o -9,7° (c 1.o en C13CH)

RMN-ln: ver Capítulo 5, Tabla 5.2.

RMN-13€; ver Capítulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C29H5003Br [M+H]+ = 525,2943. Hallado 525,295].

(22K23K24S)—24-etil-3B-bromo-22,23-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (159) con un

rendimiento del 18,3%. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (4:1).

Rf= 0,58. Se recristalizó de metanol, obteniéndose un producto blanco de p. f. l93-l94°C.

[or];o -5,2° (c 1.o en Cl3CH)

RMN-lH: ver Capítulo 5, Tabla 5.1.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C29H5003Br [M+I-I]+= 525,2943. Hallado 525,2947.
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7.3. SÍNTESIS DE ANÁLOGOS DE CASTASTERONA Sa-HIDROXILADOS

(Esquema 4.2).

3B-Tosiloxicstigmast-ZZ-eno (169) (paso a, Esquema 4.2).

Se colocaron 8,0 g de estigmasterol (136) en un balón de 300 ml y se agregaron

110 ml de pin'dina seca. Luego de completada la disolución se agregaron 9,6 g de cloruro de

p-toluensulfonilo. La mezcla se protegió de la luz y se dejó con agitación toda la noche, al
cabo de lo cual se virtió sobre una mezcla hielo/HC] 5% contenida en un vaso de

precipitados de 500 ml. Se dejó cristalizando 24 hs y, se filtró y se lavó con HCl 5% y agua,

obteniéndose el 3B-tosiloxiestigmast-22-eno (169) con rendimiento cuantitativo. Solvente

para CCD: hexano/cloruro de metileno (7:3), Rf= 0,47. Se utilizó acetona como solvente de

recn'stalización obteniéndose un producto blanco de p. f. 145-146°C (lit. 147-148°C)¡3.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.7.
RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.15.

3B-Acetoxiestigmast-ZZ-eno (191) (paso i, Esquema 4.2).

Se colocaron 10,0 g de estigmasterol (136) en un balón de 300 ml y se agregaron

200 ml de piridina seca. Luego de completada Ia disolución se adicionaron 100 ml anhídrido

acético. La mezcla se protegió de la luz y se dejó con agitación toda la noche, al cabo de lo

cual se volcó sobre una mezcla hielo/HC] 5% contenida en un vaso de precipitados de

500 m]. Se dejó cnstalizando toda la noche y, se filtró y se lavó con HCI 5% y agua,

obteniéndose el 3B-acetiloxiestigmast-ZZ-eno (191) con rendimiento cuantitativo. Solvente

para CCD: hexano/cloruro de metileno (7:3), Rf= 0,50. Se recn'stalizó de metano]

obteniéndose un producto blanco de p. f. 141-142°C (lit. 141-142°C)172.

RMN-lH: ver Capítqu 5, Tabla 5.7.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.15.

SB-Tosioni-5,6-epoxiestigmast-ZZ-eno (170 y 173) (paso b, Esquema 4.2).

Técnica a) Se colocaron 800 mg de 3B-tosiloxiestigmast-22-eno (169) en un balón

de 500 ml sumergido en un baño a -78°C (acetona/hielo seco), y se agregaron, manteniendo

agitacióry 250 ml de cloruro de metileno recién destilado. Luego de completada la

disolución se agregó lentamente (aprox. 2 ml/lO min), desde una ampolla compensadora,

una solución de 344 mg de ácido m-cloroperbenzoico disueltos en 25 ml de cloruro de

metileno recién destilado. Luego de terminado el agregado se retiró del baño y se permitió

reaccionar con agitación durante 24 hs más. Pasado este pen'odo se lavó hasta neutralidad
con una solución saturada de bicarbonato de sodio. La solución se secó con sulfato de
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sodio, y se eliminó el solvente. Se obtuvo una mezcla de 5a,6a y SB,6B-epóxidos en

proporción 5:1 que se pun'ficó por columna de sílica flash utilizando una mezcla de cloruro

de metileno/hexano (3:2) como solvente, obteniéndose las siguientes fracciones:

3B-tosiloxi-5a,6a-epoxiestigmast-22-eno (173) con un rendimiento del 65 %.

Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,40. Se recristalizó de metanol,

obteniéndose un producto blanco de p. f. 171-173°C.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.9.

EM: m/z (%): 410 (M+- TsOH, 12); 392 (11); 367 (5); 298 (6); 271 (9); 55 (100).

3B-tosiloxi-S[3,68-epoxiestigmast-22-eno (170) con un rendimiento del 15 %.

Solvente para CCD: hexano/cloruro de metileno (3:7), Rf= 0,55. Se recristalizó de metanol,

obteniéndose un producto blanco de p. f. 96°C.

RMN-ln; ver Capítulo 5, Tabla 5.a.

RMN-13€; ver Capítulo 5, Tabla 5.16.

EM: m/z (%): 410 (M+- TsOH, 4); 392 (8); 367 (2); 298 (3); 271 (6); 55 (100).

Técnica b) Se molieron en un mortero 1,10 g de perrnanganato de potasio y 500 mg

de sulfato de cobre, hasta lograr una mezcla uniforme. Se agregaron 55 ul de agua y se
continuó la molienda.

Por otra parte se disolvieron 300 mg de 3B-tosiloxiestigmast-22-eno (169) en 5,5 ml

de cloruro de metileno recién destilado, en un balón de 50 ml, al cual se agregó con

agitación el contenido del mortero. Se permitió homogeneizar la suspensión y se agregaron

0,55 ml de t-butanol. Se dejó reaccionar 4 hs y se filtró a través de un lecho de celite. Se

obtuvo 3B-tosiloxi-S[3,68-epoxiestigmast-22-eno (170) en un rendimiento del 27 %.

Técnica c) Se disolvieron 500 mg de tn'óxido de cromo en 2,0 ml de ácido acético o

en 1,5 ml de una mezcla (1:1) de anhidn'do acético y ácido acético, y se permitió la

disolución con agitación a temperatura ambiente por 30 minutos.

Por otra parte se disolvieron 566 mg de 3B-tosiloxiestigmast-22-eno (169) en 150 ml

de cloruro de metileno recién destilado, en un balón de 300 ml, que posteriormente fue

sumergido en un baño a -78°C (hielo seco/acetona). Luego de completada la disolución se

agregó lentamente (aprox. 2 ml/10 min), desde una ampolla compensadora, la solución de
trióxido de cromo diluida en 25 ml de clomro de metileno recién destilado. Al finalizar el

agregado se dejó reaccionar 20 minutos y se virtió el contenido del balónen un vaso de

precipitados de 500 ml conteniendo una solución de hidróxido de sodio al 10%.

Posteriormente se extrajo con cloruro de metileno. Se procedió a purificar por medio de una

columna de sílica flash utilizando una mezcla de hexano/clomro de metileno (3:7) como

solvente, obteniéndose las siguientes fracciones:

3B-tosiloxi-Sa,6a-epoxiestigmast-22-eno (173) en un 3% de rendimiento.
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3B-tosiloxi-SB,6[3-epoxiestigmast-22-eno (170) en un 65% de rendimiento.

3B-tosiloxiestigmasta-5,22-dien-7-ona (172) en un 28% de rendimiento. Solvente

para CCD: hexano/cloruro de metileno (3:7), Rf= 0,38. Se recristalizó de metanol,

obteniéndose un producto de p. f. 121°C.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.14.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.21.

EM: m/z (%), 408 (M+- TsOH, 13); 365 (3); 269 (17); 172 (66); 55 (100).

SB-Acetoxi-5,6-epoxiestigmast-22-eno (184 y 193) (paso j, Esquema 4.2).

Técnica a) Se colocaron 800 mg de 3B-acetoxiestigmast-22-eno (191) en un balón

de 500 ml sumergido en un baño a -78°C (acetona/hielo seco), y se agregaron, manteniendo

agitación, 250 ml de cloruro de metileno recién destilado. Luego de completada la

disolución se agregó lentamente (aprox. 2 ml/10 min), desde una ampolla compensadora,

una solución de 429 mg de ácido m-cloroperbenzoico disueltos en 25 ml de cloruro de

metileno recién destilado. Luego de terminado el agregado se retiró del baño y se permitió

reaccionar con agitación durante 24 hs más. Pasado este período se lavó hasta neutralidad

con una solución saturada de bicarbonato de sodio. La solución se secó, y se eliminó el

solvente para obtener una mezcla de 5a,6a y 58,6[3-epóxidos en proporción 5:1 que se

purificó por columna de sílica flash utilizando una mezcla de cloruro de metileno/hexano

(4:1) como solvente, obteniéndose las siguientes fracciones:

3B-acetoxi-5a,6a-epoxiestigmast-22-eno (193) con un rendimiento del 58 %.

Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,50. Se recristalizó de metanol,

obteniéndose un producto blanco de p. f. l92-l93°C3'5

RMN-le ver Capitulo 5, Tabla 5.9.

3B-acetoxi-56,6[3-epoxiestigmast-22-eno (184) con un rendimiento del 12 %.

Solvente para CCD: Hexano/Acetato de etilo (9:1), Rf= 0.35. Se recristalizó de metano],

obteniéndose un producto de p. f. l38-l39°C (Iit.l39-l40°C)5.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.8.
RW-ÚC: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.

Técnica b) Se molieron en un mortero 1,35 g de permanganato de potasio y 680 mg

de sulfato de cobre, hasta lograr una mezcla uniforme. Se agregaron 70 ul de agua y se
continuó la molienda.

Por otra parte se disolvieron 300 mg de 3B-acetoxiestigmast-22-eno (191) en 7,0 ml

de cloruro de metileno recién destilado, en un balón de 50 ml, a la cual se agregó con

agitación el contenido del mortero. Se pemiitió homogeneizar la suspensión y se agregaron
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0,7 ml de I-butanol. Se dejó reaccionar 4 hs y se filtró a través de un lecho de celite. El

rendimiento de 3B-acetoxi-5B,6[i-epoxiestigmast-22-eno (184) fue del 70 %.

Técnica c) Se disolvieron 500 mg de trióxido de cromo en 2,0 ml de ácido acético o

en 1,5 m1 de una mezcla (1: 1) de anhídrido acético y ácido acético, y se permitió 1a

disolución con agitación a temperatura ambiente por 30 minutos.

Por otra parte, se disolvieron 454 mg de 3B-acetoxiestigmast-22-eno (191) en

150 ml de cloruro de metileno recién destilado, en un balón de 300 ml, que posteriormente

file sumergido en un baño a -78°C (hielo seco/acetona). Luego de completada la disolución

se agregó lentamente (aprox. 2 ml/10 min), desde una ampolla compensadora, 1asolución de
trióxido de cromo diluida en 25 ml de cloruro de metileno recién destilado. Al finalizar el

agregado se dejó reaccionar 20 minutos y se virtió el contenido del balón a un vaso de

precipitados de 500 ml con una solución de hidróxido de sodio al 10%. Posteriormente se

extrajo con cloruro de metileno. Se procedió a purificar por medio de una columna de sílica

flash con hexano/acetato de etilo (9:1) como solvente obteniéndose las siguientes fracciones:

3B-acetoxi-5a,6a—epoxiestigmast-22-eno (193) en un 10% de rendimiento.

3B-acetoxi-SB,6B-epoxiestigmast-22-eno (184) en un 70% de rendimiento.

3B-acetiloxiestigmasta-S,22-dien-7-ona (192) en un 15% de rendimiento. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (4: 1), Rf= 0,45. Se recristalizó de metanol, obteniéndose

un producto blanco de p. f. 186-187°C (lit. 185°C)6.

EM: m/z (%), 468 (M+, 1); 408 (M+- AcOH, 12); 296 (10); 269 (10); 83 (100).

3B-T °' ' "o ‘ 22 en kfifi-diol (208) (paso c, Esquema 4.2).

Se disolvieron 500 mg de 3B-tosiloxi-SB,6[1-epoxiestigmast-22-eno (170) en 60 ml

de dioxano, con agitación en un balón de 300 ml. Luego de completadada la disolución se

agregaron 15 ml de agua y 10 ml de ácido perclón'co 70%. Se pemtitió reaccionar por el

espacio de 2 hs se neutralizó cuidadosamente con una solución saturada de bicarbonato de

sodio. Se llevó a sequedad y se extrajo con cloruro de metileno, lavando van'as veces con

agua. Se purificó por columna de sílica flash con hexano/acetato de etilo (4:1) como

solvente, obteniéndose el 3B-tosiloxiestigmast-ZZ-en-5a,6[3-diol (208) con un rendimiento

del 94%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (4:1), Rf= 0,25. Se recristalizó de

metanollagua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 142-143°C (d).

RMN-1B: ver Capítqu 5, Tabla 5.10.

RMN-13€: ver Capítqu 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 428 (M+- TsOH, 3); 410 (17); 392 (41); 43 (100).
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SB-Acetoxiestigmast-22-en-5a,6B-d¡ol (219) (paso k, Esquema 4.2).

Se disolvieron 500 mg de 3B-acetoxi-SB,ÓB-epoxiestigmast-ZZ-eno (184) en 70 ml

de dioxano, con agitación en un balón de 300 ml. Luego de completadada la disolución se

agregaron 17 ml de agua y 6 ml de ácido perclórico. Se permitió reaccionar por el espacio

de 2 hs, se neutralizó cuidadosamente con una solución saturada de bicarbonato de sodio. Se

llevó a sequedad y se extrajo con cloruro de metileno, lavando varias veces con agua. Se

purificó por columna de sílica flash utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo (3:2)

como solvente, obteniéndose el 3B-acetoxiestigmast-ZZ-en-5a,6B-diol (219) con un

rendimiento del 90%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (4:1), Rf= 0,20. Se

recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 237-238°Cl9.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.10.

RMN-13€: ver Capítqu 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 488 (M+,3); 470 (M+-H20, 2); 410 (7); 367 (6); 27] (9); 253 (30); 55 (100).

3B-Tosiloxi-5a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (174) (paso d, Esquema 4.2).

Se colocó un balón de 100 ml en un de baño hielo agua y en él se suspendieron

231 mg de clorocromato de piridonio en 25 ml de cloruro de metileno recién destilado.

Luego se agregaron, a esta suspensión, 300 mg de 3B-tosiloxiestigmast-ZZ-en-Sa,6B-diol

(208) disueltos en lO ml de cloruro de metileno recién destilados. Transcurridos 20 minutos

se retiró el baño de hielo y se permitió reaccionar con agitación por 4 hs más a temperatura

ambiente. Pasado ese lapso de tiempo se filtró la suspensión a través de una columna de

silicagel D y se evaporó el solvente. Se purificó por medio de una columna de silica flash

utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo 18% como solvente, obteniéndose el

3B-tosiloxi-5a-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (174) con un rendimiento del 94%. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (4: l), Rf= 0,43. Se recristalizó de metano], obteniéndose

un producto blanco de p.f. 88-90°C.

RMN-ln: ver Capítulo 5, Tabla 5.12.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.19.

EM: m/z (%), 426 (M+- TsOH, 2); 408 (8); 392 (2); 43 (100).

3B-Acetoxi-5a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (220) (Paso I, Esquema 4.2).
Se colocó un balón de 100 ml en un baño hielo/agua y en él se suspendieron 170 mg

de clorocromato de piridonio en 25 ml de cloruro de metileno recién destilado. Luego se

agregaron, a esta suspensión, 300 mg de 3B-acetoxiestigmast-ZZ-en-Sa,6B-diol (219)
disueltos en lO ml de cloruro de metileno recién destilados. Transcurridos 20 minutos se

retiró el baño de hielo y se pemritió reaccionar con agitación por 4 hs más a temperatura
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ambiente. Pasado ese lapso de tiempo se filtró la suspensión a través de una columna de

silicagel D y se evaporó el solvente. Se pun'ficó por medio de una columna de sílica flash

utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo 20% como solvente, obteniéndose el

3B-acetoxi-5a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (220) con un rendimiento del 82%. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (15%), Rf= 0,27. Se recristalizó de acetona/agua,

obteniéndose un producto blanco de p.f. 253-254°C5.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.12.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.19.

EM: m/z (%), 486 (M+, 3); 426 (3); 408 (4); 365 (13); 269 (14); 55 (100).

3B-Bromo-5a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (218) (paso g, Esquema 4.2).

Se colocaron 750 mg de 3B-tosiloxi-Sa-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (174) en un

balón de 100 ml y se agitó hasta disolución total en 50 ml de acetona. Se agregaron 715 mg

de bromuro de litio y se calentó a reflujo por 6 hs. Transcurrido ese lapso se eliminó el

solvente, se retomó con cloruro de metileno y se lavó con agua destilada. Se secó con

sulfato de sodio y se eliminó el solvente para obtener una mezcla de productos 3a y

3B-bromados en proporción 2,311. Se purificó por columna de sílica flash con cloruro de

metileno como solvente obteniéndose el 3B-bromo-Sa-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (218)

con un rendimiento del 54%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,47.

Se recristalizó de metanol, obteniéndose un producto blanco de p.f. 200-201°C.

RMN-IH: ver Capítulo 5, Tabla 5.12.

RMN-¡3C ver Capítulo 5, Tabla 5.19.

EM: m/z (%), 508 (M+, 8lBr, 2); 506 (M+, 79Br, 2); 427 (1); 43 (100).

EMAR: Calculado para C29H47Br02, M+ = 506,2759. Hallado 506,2754.

Sa-Hidroxiestigmasta-2,22-dien-ó-ona (209) (paso e, Esquema 4.2).

Se disolvieron 500 mg de 3B-tosiloxi-Sa-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (174) en un

balón de 250 ml, con 100 ml de acetona. A la mezcla se agregaron 350 mg de ioduro de

potasio y se reflujó con agitación durante 2 hs. Se detuvo el calentamiento, se evaporó la

acetona y se agregó dimetilsulfóxido hasta disolución (aprox. 20 ml). A esa nueva solución

se agregaron 700 mg de carbonato de litio y se la colocó, con agitación, en un baño de

aceite a 120°C por dos horas. Se retiró del baño, se dejó enfriar y se evaporó el solvente. Se

extrajo con éter etílico y se purificó por medio de una columna de sílica flash usando una

mezcla hexano/acetato de etilo (13%) como solvente, obteniéndose la

5a-hidroxiestigmasta-2,22-dien-6-ona (209) con un rendimiento del 74%. Solvente para
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CCD: hexano/ acetato de etilo (13%), Rf= 0,40. Se recristalizó de metanol, obteniéndose un

producto blanco de p.f. 154-155°C20.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.13.

RMN-BC: ver Capítulo 5, Tabla 5.20.

EM: m/z (%), 426 (M+,10)-, 408 (3); 83 (23); 55 (100).

(22R,23R,248)—24-Etil-2a,3a,5,22,2‘ r ‘ ' " --Z 5:: ' ‘ 5 3.1:: (163) y de

(228,238,248)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (164) (paso f,

Esquema 4.2)

Se colocaron 700 mg de Sa-hidroxiestigmasta-2,22-dien-6-ona (209) en un balón de

100 ml, y se disolvieron en 14 ml de tetrahidrofurano recién destilado. Se agitó hasta

disolución y se agregaron 40 ml de una mezcla de I-butanol/agua (1:1). Una vez

homogeneizada la solución se adicionaron 256,2 mg de (DHQD)2-PHAL, 625,2 mg de

metansulfonamida, 3,25 g de fenicianuro de potasio, 1,40 mg de carbonato de potasio y

30,2 mg de osmato de potasio dihidrato. Se dejó reaccionar a una temperatura no inferior a

los 25°C, por 9 días y se finalizó agregando bisulfito de potasio hasta que cesó el

desprendimiento de burbujas. La reacción se dejó en esas condiciones por l hora y se

procedió a la purificación. Se separaron las fases, en una ampolla de decantación y Ia fase

acuosa se extrajo varias veces con una mezcla cloruro de metileno/metanol (5%). Se

juntaron todas las fases orgánicas y se lavó primero con ácido sulfi'Jrico0,25 M, y luego con

hidróxido de sodio 2%. Se purificó por medio de una columna de sílica flash utilizando un

gradiente de solventes que va desde cloruro de metileno/acetonitn'lo (30%) hasta cloruro de

metileno/acetonitrilo (70%). Se obtuvieron los siguientes productos:

2a,30L,5a-trihidroxiestigmasta-ZZ-en-6-ona (213) en un 24% de rendimiento.

Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitrilo (3:2), Rf= 0,48. Se recristalizó de

metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 207-208°C20.

RMN-le ver Capitulo 5, Tabla 5.12.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.19.

EMAR: Calculado para C29H4904 [M+H]+ = 461,3539. Hallado 461,3545.

(228,23S,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (164) en un

5,3% de rendimiento. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (2:3),

Rf= 0,76. Se recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 254°C

(d).

[a];o -13,7° (c 1.o en Cl3CH)

RMN-ln; ver Capitulo 5, Tabla 5.2.
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RMN-13€: ver Capítqu 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C29H5106 [MH-I]+= 495,3686. Hallado 495,3679.

(22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23-pentahidroxi-5a-colestan-6-ona (163) en un

12,6% de rendimiento. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitrilo (2:3),

Rf= 0,64. Se recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 241­
244°C.

[a]: -45,0° (c 1.0 en Cl3CH)

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.1.

RMN-13€: ver Capitulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C29H5106 [M+H]+ = 495,3686. Hallado 495,3678.

(22R,23R,24S)-24-EtiI-3B-acetoxi-5,22,23-trihidroxi-Sa-colestan-6-ona (167) y de

(22S,23S,24S)-24-etil-3B-acetoxi-5,22,23-trihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (168) (paso m,

Esquema 4.2).

Se colocaron 735 mg de 3B-acetoxi-Sa-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (220) en un

balón de 100 ml, y se disolvieron en 7 ml de tetrahidrofiirano recién destilado. Se agitó hasta

disolución y se agregaron 42 ml de una mezcla de I-butanol/agua (1:1). Una vez

homogeneizada la solución se adicionaron 236 mg de (DHQD)2-PHAL, 288 mg de

metansulfonamida, 1,5 g de fenicianuro de potasio, 627 mg de carbonato de potasio y

27,83 mg de osmato de potasio dihidrato. Se dejó reaccionar a una temperatura no inferior a

los 25°C, por lO días y se finalizó agregando bisulfito de potasio hasta que cesó el

desprendimiento de burbujas. La reacción se dejó en esas condiciones por l hora y se

procedió a la purificación. Se separaron las fases en una ampolla de decantación, y la fase

acuosa se extrajo van'as veces con una mezcla cloruro de metileno/metanol (5%). Se

juntaron todas las fases orgánicas y se lavó con ácido sulfi'Jn'co0,25 M y hidróxido de sodio

2%. Se purificó por medio de una columna de sílica flash utilizando un gradiente de

solventes que iba desde cloruro de metileno/acetonitn'lo (7%) hasta cloruro de

metileno/acetonitrilo (40%). Se obtuvieron los siguientes compuestos:

3B-acetoxi-5a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (220) sin reaccionar recuperado en un
64%.

(228,23 S,24S)-24-etil-3B-acetoxi-5,22,23-trihidroxi-5a-colestan-6-ona (168) con un

rendimiento del 9%. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (25%), Rf= 0,7.

Se recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. l97-l99°C.

[a]: -42,8° (c 1.o en Cl3CH)

RMN-lI-I:ver Capítqu 5, Tabla 5.2.
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RMN-130 ver Capítulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C31H5306 [M+H]+ = 521,3842. Hallado 521,3849.

(22R,23R,24S)-24-etil-3B-acetoxi-5,22,23-trihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (167) con

un rendimiento del 12%. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (25%),

R? 0,56. Se recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 274­

275°C (d).

[ot];o -23,2° (c 1.o en CI3CH)

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.1.
RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C31H5306 [MH-l]+ = 521,3842. Hallado 521,3839.

(22R,23R,24S)-24-EtiI-3B-bromo-5,22,23-trihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (165) y de

(228,238,248)-24-etil-3B-bromo-5,22,23-trihidroxi-Sa-colestan-ó-ona (166) (paso h,
Esquema 4.2).

Se colocaron 816 mg de 3B-bromo-50t-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (218) en un

balón delOO ml, y se disolvieron en 12 ml de tetrahidrofurano recién destilado. Se agitó

hasta disolución y se agregaron 36 ml de una mezcla de I-butanol/agua (1:1). Una vez

homogeneizada la solución se adicionaron 251 mg de (DHQD)2-PHAL, 307 mg de

metansulfonamida, 1,6 g de fenicianuro de potasio, 669 mg de carbonato de potasio y

29,67 mg de osmato de potasio dihidrato. Se dejó reaccionar a una temperatura no inferior a

los 25°C, por 10 días y se finalizó agregando bisulfito de potasio hasta que cesó el

desprendimiento de burbujas. La reacción se dejó en esas condiciones por l hora y se

procedió a la purificación. Se separaron las fases, en una ampolla de decantación y la fase

acuosa se extrajo varias veces con una mezcla cloruro de metileno. Se juntaron todas las

fases orgánicas y se lavó primero con ácido sulfúrico 0,25 M, y luego con hidróxido de

sodio 2%. Se purificó por medio de una columna de sílica flash utilizando un gradiente de

solventes que iba desde cloruro de metileno/acetonitn'lo (10%) hasta cloruro de

metileno/acetonitrilo (25%). Se obtuvieron los siguientes compuestos:

3B-bromo-Sa-hidroxistigmastan-ZZ-en-ó-ona (218) sin reaccionar recuperado en un
61%.

(228,23S,24S)-24-etil-3B-bromo-5,22,23-trihidroxi-5a-colestan-6-ona (166) con un

rendimiento del 19,5%. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitrilo (25%),

Rf= 0,80. Se recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 132­
133°C.

[ct];o -25,3° (c 1.o en Cl3CH)
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RMN-¡Hz ver Capítqu 5, Tabla 5.2.

RMN-UC: ver Capítulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C29H5004Br [M+H]+, m/z = 541,2892. Hallado 541,2885.

(22R,23R,24S)-24-etil-3B-bromo-5,22,23-tiihidroxi-5a-colestan-ó-ona (165) con un

rendimiento del 18,7%. Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetonitn'lo (25%),

Rf= 0,45. Se recristalizó de metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 205°C

(d).

[er];0 -29,3° (c 1.o en C13CH)

RMN-IH: ver Capitulo 5, Tabla 5.1.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.3.

EMAR: Calculado para C3 ¡115306 [M+H]+ = 541,2892. Hallado 541,289].

7.4. SÍNTESIS DE COMPUESTOS UTILIZADOS PARA COMPLETAR
DATOS DE LAS TABLAS DE RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR

(Figura 5.2 y Tabla 5.6).
7.4.1. COMPUESTOS BROMADOS.

3a y SB-Bromoestigmast-ZZ-eno (221, 222) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

En un balón de IOOml se disolvieron 1,6 g de tetrabromuro de carbono y ¡,2 g de

trifenilfosfina, en lO ml de cloroformo. Se dejó la mezcla con agitación 30 minutos y sobre

ella se agregó una solución de 320 mg de estigmasterol (136) en 20 ml de cloroformo. Se

dejó reaccionando por el lapso de 4 hs y se pasó la mezcla a través de una columna de sílica

Davison utilizando hexano como solvente. Se obtuvo una mezcla de productos 3a y

3B-bromados en proporción 1:8 que posteriormente se purificó por placa preparativa

utilizando hexano como solvente, obteniéndose los siguientes compuestos:

3a-bromoestigmast-22-eno (221) con un rendimiento del 8%. Solvente para CCD:

hexano, Rf= 0,70. Se recn'stalizó de metanol, obteniéndose un producto blanco de p.f. 90°C.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.7.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.15.

EM: m/z (%), 476 (M+, alBr, 2); , 474 (M+, 79Br, 2); 55 (100).

EMAR: Calculado para C29H47Br, M+ = 474,286]. Hallado 474,2862.

3B-bromoestigmast-22-eno (222) con un rendimiento del 72%. Solvente para CCD:

hexano, R? 0,60. Se recn'stalizó de metanol, obteniéndose un producto blanco de p.f. 100­
lOl°C.
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RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.7.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.15.

EM: m/z (%), 476 (M+, 8|Br, 3); , 474 (M+, 79Br, 3); 55 (100).

EMAR: Calculado para C29H47Br, M+ = 474,286]. Hallado 474,2862 .

3a y 3B-Brom0-SB,6B-epoxiestigmast-22-eno (182, 183) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

Se disolvieron 935 mg de trióxido de cromo en 2,0 ml de ácido acético o en 1,5 m1

de una mezcla ( 1:1) de anhídrido acético y ácido acético, y se permitió la disolución con

agitación a temperatura ambiente por 30 minutos.

Por otra parte se disolvieron 642 mg de una mezcla (1:9) de 3a y

3B-bromoestigmast-22-eno (221 y 222) en 150 ml de cloruro de metileno recién destilado,

en un balón de 300 ml, que posterionnente fiJe sumergido en un baño a -78°C (hielo

seco/acetona). Luego de completada la disolución se agregó lentamente (aprox. 2 ml/10

min), desde una ampolla compensadora, la solución de tn'óxido de cromo diluida en 25 ml

de cloruro de metileno recién destilado. Al finalizar el agregado se dejó reaccionar 20

minutos y se virtió el contenido del balón a un vaso de precipitados de 500 ml con una

solución de hidróxido de sodio al 10%. Posteriormente se extrajo con cloruro de metileno y

se procedió a purificar por columna de sílica flash utilizando cloruro de metileno/hexano

(3:7) y cloruro de metileno/hexano (1:1) como solventes, obteniéndose los siguientes

compuestos:

3B-bromo-5B,6B-epoxiestigmast-22-eno (182) con un 68% de rendimiento. Solvente

para CCD: cloruro de metileno/acetato de etilo (1:1), Rf= 0,80. Se recn'stalizó de acetona

obteniéndose un producto blanco de p.f. 93-94°C.

RMN-¡H2 ver Capítulo 5, Tabla 5.3.

RMN-BC: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.

EM: m/z (%), 492 (M+, 81Br, 4); , 490 (M+, 79Br, 4); 411 (4); 269 (9); 55 (100).

Análisis para C29H47Br0 calculado: C (70,98%), H (9,66%); hallado: C (71,02%), H

(9,75%).

3a-bromo-5B,6[3-epoxiestigmast-22-eno (183) con un 8% de rendimiento. Solvente

para CCD: cloruro de metileno/acetato de etilo (1:1), Rf= 0,60. Se recristalizó de acetona

obteniéndose un producto blanco de p.f. 131-132°C.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.3.
RW-BC: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.
EM: m/z (%), 492 (M+, 8liar, 5); , 49o (M+, 79Br, 5); 411 (2); 55 (100).

Análisis para C29H47Br0 calculado: C (70,98%), H (9,66%); hallado: C (70,98%), H

(9,81%).



OOOOOOOOOOOOOOOOCOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOÓOi

Capítulo 7 - 247

3B-bromoestigmasta-5,22-dien-7-ona (236) con un 17% de rendimiento. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (95:5), Rf= 0,43. Se recn'stalizó de metanol obteniéndose

un producto blanco de p.f. de 136°C.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.21.

EM: m/z (%), 408 (M+- Br, 5); 269 (7); 83 (100).

3a-bromoestigmasta-5,22-dien-7-ona (238) con un 4% de rendimiento. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (95:5), Rf= 0,34. Se recn'stalizó de metanol obteniéndose

un producto blanco de p.f. de lOO-lOl°C.

EM: m/z (%), 408 (M+- Br, 8); 269 (15); 43 (100).

3B-Bromoestigmast-22-en-5a,6B-diol (231) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

Se disolvieron 500 mg de 3B-bromo-S[3,66-epoxiestigmast-22-eno (183) en 30 ml de

tetrahidrofurano, con agitación en un balón de 100 ml. Luego de completadada la disolución

se agregaron 2,0 ml de ácido sulfi'in'co 1,5N y se permitió reaccionar a temperatura ambiente

por el espacio de 18 hs. Se neutralizó cuidadosamente con una solución saturada de

bicarbonato de sodio. Se llevó a sequedad y se extrajo con éter etílico. Se pun'ficó por

columna de sílica flash utilizando cloruro de metileno/hexano (7:3) y cloruro de

metileno/hexano (4:1) como solventes, obteniéndose el 3B-bromoestigmast-ZZ-en-5a,6[3­

diol (231) con un rendimiento del 35%. Solvente para CCD: cloruro de metileno, Rf= 0,30.

Se recristalizó de metano], obteniéndose un producto blanco de p.f. 121-122°C .

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.10.
RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 508 (M+,8113r, 1); 510 (M+, 79Br, 1); 429 (1); 55 (100).

EMAR: Calculado para C29H498r02, M+ = 508,2916. Hallado 508,2907.

7.4.2. COMPUESTOS CLORADOS.

3a y 3B-Cloroestigmast-22-eno (223, 224) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

En un balón de 100 ml se mezclaron 3,1 g de tn'fenilfosfina y 24 ml de tetracloruro

de carbono. Se dejó la mezcla con agitación 30 minutos y sobre ella se agregaron 824 mg de

estigmasterol (136). Se dejó reaccionando a reflujo por el lapso de 3 hs y se pasó la mezcla

por una columna de sílica Davison utilizando hexano como solvente. Se obtuvo una mezcla

de productos 3a y 3B-clorados en proporción 1:1 que posteriormente se separaron en una

placa preparativa utilizando hexano como solvente, obteniéndose los siguientes compuestos:
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3a-cloroestigmast-22-eno (223) con un rendimiento del 40%. Solvente para CCD:

hexano, Rf= 0,38. Se recristalizó de acetona, obteniéndose un producto blanco de p.f. 65­
66°C.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.7.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.15.

EM: m/z (%), 432 (M+, 37C1,13); 43o (M+,35c¡, 34); 395 (M+-Cl, 2); 83 (100).

3B-cloroestigmast-22-eno (224) con un rendimiento del 42%. Solvente para CCD:

hexano, Rf= 0,53. Se recn'stalizó de acetona, obteniéndose un producto blanco de p.f. 89­
90°C.

RMN-1H:ver Capítqu 5, Tabla 5.7.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.15.

EM: m/z (%), 432 (M+, 37Cl, 12); 43o (M+,35C1, 35); 395 (M+-Cl, 3); 83 (100).

3a y 3B-Cloro-SB,6B-epoxiestigmast-22-eno (228, 229) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

Se disolvieron 935 mg de trióxido de cromo en 2,0 ml de ácido acético o en 1,5 ml

de una mezcla (1:1) de anhídrido acético y ácido acético, y se permitió la disolución con

agitación a temperatura ambiente por 30 minutos.

Por otra parte se disolvieron 582 mg de una mezcla (1:1) de 3a y 3B-cloroestigmast­

22-eno (223 y 224) en 150 ml de cloruro de metileno recién destilado, en un balón de 300

ml, que posteriormente fue sumergido en un baño a -78°C (hielo seco/acetona). Luego de

completada la disolución se agregó lentamente (aprox. 2 ml/10 min), desde una ampolla

compensadora, la solución de trióxido de cromo diluida en 25 ml de cloruro de metileno

recién destilado. Al finalizar el agregado se dejó reaccionar 20 minutos y se virtió el

contenido del balón a un vaso de precipitados de 500 ml conteniendo una solución de

hidróxido de sodio 10%. Posteriormente se extrajo con cloruro de metileno. Se procedió a

purificar por una columna de sílica flash utilizando una mezcla de cloruro de

metileno/hexano (1: 1) como solvente obteniéndose las siguientes fracciones:

3B-cloro-SB,6B-epoxiestigmast-22-eno (229) en un 37% de rendimiento. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,62. Se recn'stalizó de acetona/agua,

obteniéndose un producto blanco de p.f. 65-66°C.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.8.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.

EM: m/z (%), 448 (M+, 37c1, 16); 446 (M"',35Cl, 34); 411 (M+-Cl, 2); 33 (100).

3a-cloro-5B,6[3-epoxiestigmast-22-eno (228) en un 40% de rendimiento. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (9: l), Rf= 0,79. Se recristalizó de acetona, obteniéndose

un producto blanco de p.f. 143-144°C.
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RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.8.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.

EM: m/z (%), 448 (M+, 3701, 5); 446 (M+,3SC|, 16); 411 (M+-c1, 1); 55 (100).

3B-cloroestigmasta-S,22-dien-7-ona (237) en un 17% de rendimiento. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,65. Se recristalizó de acetona, obteniéndose un

producto blanco de p.f. 148-150°C.

RMN-IH: ver Capítulo 5, Tabla 5.14.

RMN-¡3C ver Capítulo 5, Tabla 5.21.

EM: m/z (%), 446 (M+, 3701, 47); 446 (M+,35c1, 89); 409 (M+—c1,2); 55 (100).

3B-Cloroestigmast-22-en-5a,6B-diol (232) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

Se disolvieron 500 mg de 3B-cloro-53,66-epoxiestigmast-22-eno (228) en 30 ml de

tetarhidrofurano, con agitación en un balón de 100 ml. Luego de completadada la disolución

se agregaron 2,0 ml de ácido sulfi'm'co 1,5N y se pemlitió reaccionar a temperatura ambiente

por el espacio de 18 hs. Se neutralizó cuidadosamente con una solución saturada de

bicarbonato de sodio. Se llevó a sequedad y se extrajo con éter etílico. Se purificó por

columna de sílica flash con cloruro de metileno/hexano (7:3) como solvente de elución,

obteniéndose el 3B-cloroestigmast-22-en-Sa,6[i-diol (232) con un rendimiento del 35%.

Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (4:1), Rf= 0,44. Se recristalizó de acetona,

obteniéndose un producto blanco de p.f. 138-140°C.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.10.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 466 (M+, 37Cl, 4); 464 (M+,35C1, 41); 83 (100).

3B-Cloro-5a-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (234) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

Se colocaron 260 mg de clorocromato de pin'donio en un balón de 25 ml, y se

suspendieron en 10 ml de cloruro de metileno recién destilado. Se colocó el balón con

agitación en un baño hielo/agua y se dejó así por el lapso de 10 minutos. Transcurrido ese

tiempo se agregaron 128 mg de 3B-cloroestigmast-ZZ-en-Sa,6B-diol (232) disueltos en

10 ml del mismo cloruro de metileno. Se dejó agitando y se retiró del baño de hielo/agua

luego de los 20 minutos. Se dejó reaccionando por 2 horas. Se filtró por una columna de

sílicagel D, y se pun'flcó por una columna de sílica flash utilizando cloruro de metileno como

solvente. Se obtuvo la 3B-cloro-5a-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (234) con un rendimiento

del 75%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,40. Se recn'stalizó de

acetona, obteniéndose un producto blanco de p.f. 188-190°C.

RMN-1B: ver Capítulo 5, Tabla 5.12.
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RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.19.

EM: m/z (%), 464 (M+, 37c1, 27); 462 (M+,35C1, 80); 427 (M+-Cr, 4); 83 (100).

7.4.3. COMPUESTOS METOXILA DOS.

38-Metoxiestigmast-22-eno (225) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

En un balón de 100 ml se colocaron 130 mg de 3B-tosiloxiestigmast-22-eno (169) y

se suspendieron en 20 ml de metanol. Se reflujó por 2 horas y se dejó enfriar. Se sometió el

producto a una purificación por columna de sílica flash utilizando una mezcla de cloruro de

metileno/acetato de etilo (98:2) como solvente, obteniéndose el 3B-metoxiestigmast-22-eno

(225) con un rendimiento del 80%. Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1),

Rf= 0,69. Se recristalizó de acetona, obteniéndose un producto blanco de p.f. 117-119°C.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.7.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.15.

38-Metoxi-SB,6B-epoxiestigmast-22-eno (230) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

Se disolvieron 935 mg de trióxido de cromo en 2,0 ml de ácido acético o en 1,5 ml

de una mezcla ( 1:1) de anhídrido acético y ácido acético, y se permitió la disolución con

agitación a temperatura ambiente por 30 minutos.

Por otra parte se disolvieron 576 mg de 3B-metoxiestigmast-22-eno (225) en 150 ml

de cloruro de metileno recién destilado, en un balón de 300 ml, que posteriormente fue

sumergido en un baño a -78°C (hielo seco/acetona). Luego de completada la disolución se

agregó lentamente (aprox. 2 m1/10 min), desde una ampolla compensadora, la solución de
trióxido de cromo diluida en 25 ml de cloruro de metileno recién destilado. Al finalizar el

agregado se dejó reaccionar 20 minutos y se virtió el contenido del balón a un vaso de

precipitados de 500 ml con una solución de hidróxido de sodio 10%. Posteriormente se

extrajo con cloruro de metileno. Se procedió a purificar por una columna de sílica flash

utilizando una mezcla de cloruro de metileno/acetato de etilo (98:2), obteniéndose

3B-metoxi-SB,ÓB-epoxiestigmast-22—eno(230) en un 66% de rendimiento. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,35. Se recristalizó de acetona, obteniéndose un

producto blanco de p.f. 138-140°C.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.8.
RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.16.
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SB-Metoxiestigmast-22-en-5a,6B-diol (233) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

Se disolvieron 500 mg de 3B-metoxi-SB,66-epoxistigmast-22-eno (230) en 30 ml de

tetrahidrofurano, con agitación en un balón de 100 ml. Luego de completada la disolución se

agregó 2,0 ml de ácido sulfúrico 1,5 N y se permitió reaccionar a temperatura ambiente por

el espacio de 18 hs. Se neutralizó cuidadosamente con una solución saturada de bicarbonato

de sodio. Se llevó a sequedad y se extrajo con éter etílico. Se purificó por columna de sílica

flash con cloruro de metileno/acetato de etilo (3:2) como solvente de elución, obteniéndose

el 3B-metoxiestigmast-22-en-5a,6[3-diol (233) con un rendimiento del 87%. Solvente para

CCD: hexano/acetato de etilo (1:1), Rf= 0,734. Se recn'stalizó de acetona, obteniéndose un

producto blanco de p.f. ¡75°C.

RMN-IH: ver Capítulo 5, Tabla 5.10.

RMN-13€: ver Capitulo 5, Tabla 5.17.

38-Metoxi-5a-hidroxiestigmast-22-en-6-ona (235) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).
Se colocaron 260 mg de clorocromato de piridonio en un balón de 25 ml, y se

suspendieron en 10 ml de cloruro de metileno recién destilado. Se colocó el balón con

agitación en un baño hielo/agua y se dejó asi por el lapso de lO minutos. Transcurrido ese

tiempo se agregaron 128 mg de 3B-metoxiestigmast-ZZ-en-5a,6[3-diol (233) disueltos en

lO ml del mismo cloruro de metileno. Se dejó agitando, se retiró del baño de hielo/agua

luego de los 20 minutos y se dejó reaccionando por 2 horas a temperatura ambiente. Se

filtró por una columna de sílicagel D, y se purificó por una columna de sílica flash utilizando

una mezcla de cloruro de metileno/acetato de etilo (3:2) como solvente. Se obtuvo la

3B-metoxi-5a-hidroxiestigmast-ZZ-en-ó-ona (235) con un rendimiento del 75%. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (4:1), Rf= 0,27. Se recristalizó de acetona, obteniéndose

un producto blanco de p.f. 136°C.

RMN-IH: ver Capítulo 5, Tabla 5.12.

RMN-13€: ver Capitulo 5, Tabla 5.19.

7.4.4. COMPUESTOS FORMILADOS.

3a-Formiloxiestigmast-22-eno (226) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).
En un balón de 25 ml se colocaron 500 mg de 3B-tosiloxiestigmast-ZZ-eno (169) y

15 ml de dimetilfonnamida. Se agregaron 50 mg de carbonato de litio y se reflujo por

espacio de 3 horas. Se evaporó el solvente se tomó con cloruro de metileno y se lavó con

agua. Se purificó por columna de sílica flash utilizando una mezcla de cloruro de
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metileno/hexano (4:1) como solvente, obteniéndose la 3a-fonniloxiestigmast-22-eno (226)
con un rendimiento del 20%.

RMN-IH: ver Capítulo 5, Tabla 5.7.

3a-Formiloxi-SB,6B-epoxiestigmast-ZZ-eno (175) (Figura 2.7) y 3a-formiloxi-5l3,6a­

epoxiestigmast-ZZ-eno (227) (Figura 5.2 y Tabla 5.6).

En un balón de 25 ml se colocaron 500 mg de una mezcla (20:1) de 3B-tosiloxi­

SB,6[3-epoxiestigmast-22-eno(170) y 3B-tosiloxi-Sa,6a-epoxiestigmast-22-eno (173), y lS

ml de dimetilformamida. Se agregaron 50 mg de carbonato de litio y se reflujó por espacio

de 3 horas. Se evaporó el solvente, se tomó con cloruro de metileno y se lavó con agua. Se

purificó por una columna de sílica flash utilizando una mezcla de cloruro hexano/acetato de

etilo (9:1) como solvente, obteniéndose los siguientes compuestos:

3a-fom1iloxi-5a,6a-epoxiestigmast-22-eno (227) con un rendimiento del 10%.

Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo, Rf= 0,40. Se recristalizó de metanol,

obteniéndose un producto blanco de p.f. lSl-l 52°C.

RMN-¡Hz ver Capítulo 5, Tabla 5.9.

EM: m/z (%), 456 (M+, 6); 410 (M+-HCOOH,8); 392 (4); 349 (13); 253 (22); 55 (100).

EMAR: Calculado para C30H4303, M+ = 456,3603. Hallado 456,3603.

30t-fon'niloxi-5B,6[3-epoxiestigmast-22-eno (175) con un rendimiento del 10%.

Solvente para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,38. Se recristalizó de metano],

obteniéndose un producto blanco de p.f. 91-92°C.

RMN-le ver Capítqu 5, Tabla 5.8.
RMN-13€: ver Capítulo s, Tabla 5.16.

EM: m/z (%), 456 (M+, lO); 410 (M+-HCOOH, 17); 349 (48); 253 (77); 55 (100).

EMAR: Calculado para C30H4303, M+ = 456,3603. Hallado 456,3603.

7.5. OTROS COMPUESTOS (Figuras varias).

Estigmasta-3,5,22-trien-7-ona (176) (Figura 2.9)

En un balón de 100 ml se disolvieron 473 mg de 3B-tosiloxiestigmasta-5,22-dien-7­

ona (172) en 50 ml de acetato de etilo. Se agregaron 20 mg de bromuro de litio y se colocó

a reflujo por 30 minutos. Se evaporó el solvente y se purificó por columna de sílica flash

utilizando una mezcla de cloruro de metileno/hexano (3:1) como solvente, obteniéndose

cuantitativamente el estigmasta-3,5,22-trien-7-ona (176). Solvente para CCD:
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hexano/cloruro de metileno (3:7), Rf= 0,73. Se recristalizó de metano], obteniéndose un

producto blanco de p.f. 88-89°C (lit 105 °C)21,22.

RMN-le ver Capítulo 5, Tabla 5.14.
RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.21.

EM: m/z (%), 408 (M+, 8); 365 (1); 269 (8); 43 (100).

Sa-Formiloxi-SB-tosiloxiestigmast-22-en-6l3-ol (211) (Figura 3.5).

Se suspendieron 500 mg de 3fi-tosiloxi-SB,6[3-epoxistigmast-22-eno (170) en 24 ml

de ácido fónnico y 4 ml de agua. Se calentó a 60°C con agitación por 2 horas. Se agregaron

24 ml de agua y se extrajo con cloruro de metileno. Se purificó por columna de silica flash

utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo (7:3) como solvente, obteniéndose los

siguientes compuestos:

3B-tosiloxi-SB,GB-epoxiestigrnast-22-eno (170) recuperado en un 20%.

5a-formiloxi-3B-tosiloxiestigmast-ZZ-en-óB-ol (211) con un rendimiento del 80%. Solvente

para CCD: hexano/acetato de etilo (9:1), Rf= 0,20. Se recn'stalizó de metanol, obteniéndose

un producto blanco de p.f. 153-154°C (d).

RMN-1B: ver Capítulo 5, Tabla 5.10.

RMN-13o: ver Capítulo 5, Tabla 5.17.

EM: m/z (%), 456 (M+-Ts0H, 2); 438 (3); 410 (4); 392 (8); 253 (22), 55 (100).

38-Acetoxiestimasta-4,22-d¡en-ófi-ol (185) (Figura 2.13).

En un balón de 50 ml se disolvieron 500 mg de 3B-acetiloxi-SB,6[3-epoxiestigmasta­

22-dieno (184) en 20 ml de dimetilformamida. Se agregaron 75 mg de bromuro de litio y se

colocó a reflujo por 30 minutos. Se evaporó el solvente y se purificó por columna de sílica

flash utilizando una mezcla de cloruro de metileno/acetato de etilo (9:1) como solvente,

obteniendose el 3B-acetiloxiestimasta-4,22-dien-6[3-ol (185) con un 95% de rendimiento.

Solvente para CCD: clomro de metileno/acetato de etilo (9: l), Rf= 0,39. Se recristalizó de

metanol/agua, obteniéndose un producto blanco de p.f. 153-154°C.

RMN-lll: ver Capítulo 5, Tabla 5.13.

RMN-UC: ver Capítulo 5, Tabla 5.20.

EM: m/z (%), 452 (M+- Hzo, 13), 410 (M+-Ae0H, 60); 392 (¡00), 253 (18); 367 (23);

298 (20); 271 (20).

Análisis para C31H5003 calculado: C (79,09%), H (10,71%); hallado: C (79,03%), H

(10,79%).



Capítulo 7 - 254

Estigmasta-4,22-dien-3B,6B-diol (187) (Figura 2.13).

En un balón de 50 ml se disolvieron 500 mg de 5B,68-epoxiestigmast-22-en-3B-ol

(186) en 20 ml de dimetilformamida. Se agregaron 75 mg de bromuro de litio y se colocó a

reflujo por 30 minutos. Se evaporó el solvente y se purificó por columna de sílica flash

utilizando una mezcla de cloruro de metileno/acetato de etilo (3:7) como solvente,

obteniendose el estigmasta-4,22-dien-3B,68-diol (187) con un 50% de rendimiento.

Solvente para CCD: cloruro de metileno/acetato de etilo (3:7), Rf= 0,33. Se recristalizó de

metano], obteniéndose un producto blanco de p.f. 151-152°C23.

RMN-lH: ver Capítulo 5, Tabla 5.13.

RMN-13€: ver Capítulo 5, Tabla 5.20.

EM: m/z (%), 428 (M+, 2); 410 (M+- HZO, 4); 367 (3); 269 (10); SS (100).

Análisis para C29H4302 calculado: C (81,24%), H (11,29%); hallado: C (81,20%), H

(11,25%).
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Los BR's son un nuevo tipo de hormonas vegetales que poseen la propiedad de

estimular el crecimiento y la división celulares]. A partir del descubrimiento del brassinólido

(l) y su determinación estructural por espectroscopía de rayos X2, se llevaron a cabo

numerosos intentos de sintetizar sus análogos estructurales de origen natural3-4 y de medir
su actividad5.

Además, se aislaron diferentes análogos naturales de diferentes tejidos tan disímiles

como hojas, tallos, polen y flores; de fuentes tan diversas como arroz, poroto, té o cítn'cosó‘

51. Se publicaron también resultados muy promison'os en cuanto a su aplicación en el
aumento de los rendimientos de cosechas 52’53.

La estructura molecular tan particular de estos compuestos fue un interesante

desafio para los químicos dedicados a la síntesis orgánica, quienes a partir de la década del

'80 trataron de sintetizarlos con la ayuda de reacciones regio y estereoselectivasS‘l'105 con la

finalidad de obtener los distintos BR's y análogos no naturaleswó" 12.

En vista del esqueleto esteroidal que poseían los BR's (ver Figuras l.l, 1.2, 1.3 y

1.4, Capitulo l, pags. 8-11) nuestra intención fue llevar a cabo la síntesis de algunos

análogos naturales y no naturales a partir de estigmasterol (136). Esta metodología que

parte de una materia pn'ma fácilmente accesible y de bajo valor comercial, nos permitin'a

obtener productos de alto valor agregado.

La estrategia general consistió en aprovechar el esqueleto esteroidal y la cadena

lateral del estigmasterol para sintetizar análogos de castasterona 22(R),23(R) y

22(S),23(S)-dihidroxi-24(S)-eti| sustituidos, con diferentes modificaciones en los anillos A y

B. En la Figura se indican los sectores de la molécula de brassinólido (l) que fiieron
modificados.

HO

HO‘

HO‘
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Se planeó la sintesis de dos series de análogos: los Sa-hidrogenados y los Sa.­

hidroxilados (Capítulos 2-4), con diferentes sustituyentes en C-2 y C-3 (ver Figura 2.1 del

Capítqu 2 y Figura 4.1 del Capítulo 4, pags. 58 y 129 respectivamente). Entre estos

compuestos se hallaban la (22R,23R,24S)-24-etil-2a,30t,22,23-tetrahidroxi-Sa-colestan-ó­

ona [24(S)-homoetilcastasterona] (12) y la (22R,23R,24S)-24-etil-2a,3a,5,22,23­

pentahidroxi-Sa-colestan-ó-ona (163), considerados compuestos cabeza de sen'e y

utilizados como patrones de bioactividad al realizar los bioensayos. Como consecuencia de

los intentos de obtener estas moléculas surgió un estudio sobre la influencia del sustituyente

de C-3 en las reacciones de apertura del B-epóxido ubicado en C-S y C-6l 13­

Se resumieron las características espectroscópicas de los distintos productos

intermediarios de síntesis asignando los espectros de RMN-¡H y RMN-¡3C de las diferentes

sen'es homólogas, y se discutieron los efectos de los sustituyentes. También, se asignaron

los espectros RMN-¡H y RMN-¡3C de los análogos de brassinosteroides sintetizados y se

registraron sus espectros de masa de iones positivos y negativos obtenidos por Bombardeo

de Atomos Veloces (BAV)l ¡4 (Capítqu 5).

Finalmente, se optimizó el ensayo de la inclinación de la lámina de arroz

(1LA)“5-“6, buscando primero una van'edad de aJTOZlocal apropiada que cumpliera con

los requisitos necesarios de crecimiento parejo, reproducibilidad y sensibilidad a los

productos aplicados. Una vez determinada la variedad Chui como la más indicada y luego

de hallada la dosis del orden de l ug/plántula como la óptima; se realizaron los ensayos ILA

e ILA modificado con fase de oscun'dad, obteniendo un orden de actividad biológica

comparada de los análogos de brassinosteroide sintetizados (Capítulo 6).

Durante el presente trabajo de Tesis Doctoral se han sintetizado y descn'pto 55

nuevos compuestos.

Además, se han publicado dos trabajosl ¡3,114en revistas científicas internacionales,

y otras dos están en etapa de escritura. También se ha solicitado una Patente Argentina al

Instituto Nacional de la Propiedad Intelectuall 17.
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a.TsCl/Py(100%)b.mCPBA/CIZCHZ/JST(30%)c.HClO4(93%)d.CCP(94%)e.LiCO3/DMSO(74%) r.(DHQD)2-PHAL/K20502(OH)4(13%)g.LiBr/acetona(54%)h.(DHQD)2-PHAL/K20s02(OH)4(19%)i.(Ac0)20/Py (100%)j.mCPBA/CIZCHZ/-78°C(70%)k.HClO4(90%)l.CCP(82%)m.(DHQD)2-PI-IAL/K20s02(OI-I)4(12%).
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Esquema4.2.EstrategiassintéticasensayadasyrendimientosobtenidosenlasíntesisdeanálogosdeSa-hidroxiladosde 24(S)—homoetilcastasterona(12).
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a.(AcO)2/Py(100%)b.(DHQD)2-PHAL/K20s02(OH)4(22,3%)c.MsCl/Py(100%)d.DMF/HzO/105°C(33%) e.Ph3P/CBr4/C13CH(83%)r.(DHQD)2-PHAL/K20502(OH)4(18,3%)gLíBr/MeOI-I(64%). Esquema4.1.EstrategiassintéticasensayadasyrendimientosobtenidosenlasíntesisdeanálogosSa-hidrogenadosde 24(S)-homoetilcastasterona(12).Larutamásconvenienteseencuentraindicadaconlasflechasencolorrojo.
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l.(AcOh/Py(100%)h.Clos/(A10):óKMnO4/CuSO4(70%)c.AlCl3/LÍA1H4(44%)Il.TsCVPy(94%)e.PCC(82%)f.¡JB/DMA(70%)g.LiAlH4M)h.AICIJILiAlH4(44%) l.TBDMSiCI/Im(100%)j.PCC(95%)L(nBu)4N+Ffl'l-!F(100%)l.MsCl/Py(IW/o)m.[JB/DMA(73%)n.01804/sflica(20%)o.KMn04/CuSO4(59%)p.TBDMSiCl/lm(91%) q.Crea/(mc)2óKMnO/CuSO4(25%)r.AlCl3/LiAlH4(54%)l.TBDMSiCl/Im(70%)n.Jules(100%)n.Zn(Hng'MSiC|(50%)v.PCC(55%)x.(DHQD)¡—|>H¡a¡111<20so,(0H)4(34%). Esquema2.1.Distintasestrategiassintéticasensayadasparalaobtencióndela24(S)-homoetilcastasterona(12).Lasflechasrojas indicanlasecuenciasintéticaqueconducea.lmayorrendimientoglobal.


