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RESUMEN

Los brassinosteroides (BRs) son hormonas vegetales esteroidales de reciente descubrimiento, amplia
distribucién en la naturaleza, y esenciales para el normal desarrollo de las plantas.

En los dltimos afios se han multiplicado los estudios sobre sus propiedades biolégicas y posibles
aplicaciones agronémicas. Debido a su baja concentracion en las fuentes naturales, los compuestos
utilizados en estos estudios deben obtenerse mediante sintesis quimica a partir de precursores
accesibles.

El trabajo desarrollado en esta Tesis se ha centrado en la sintesis de 28-homobrassinosteroides, a
partir de estigmasterol.

Se han sintetizado quince BRs, cuatro de ellos habian sido detectados como compuestos naturales,
y once son anilogos nuevos con modificaciones en C-3, C-5 y C-6.

En particular, resultd de interés la sintesis de analogos fluorados, debido a las importantes propiedades
bioldgicas conocidas para los compuestos organofluorados.

Se evalué la actividad biologica de cada uno de los compuestos sintetizados. Los bioensayos utilizados
fueron inclinacién de la lamina de arroz, elongacién del epicotilo de soja y crecimiento de plintulas

normales y mutantes de Arabidopsis thaliana

Palabras clave: 28-homobrassinosteroides; hormonas vegetales; fluorvesteroides; sintesis orgdnica; bioensayos en

plantas.



ABSTRACT

Brassinosteroids (BRs) are a new group of recently discovered plant hormones, widely distributed
in the plant kingdom. BRs are essential for the normal development of plants.

During the last past years studies concerning their biological properties and possible use as
agrochemicals have increased. Chemical syntheses of BRs are required since they cannot be obtained
from natural sources, due to their extremely low concentrations.

This work has been devoted to the synthesis of 28-homobrassinosteroids, using stigmasterol as
starting material.

Four out of the fifteen obtained compounds had already been identified as natural products. The
other eleven synthetic BRs were new analogues, with modifications involving the C-3, C-5 and C-
6.

The synthesis of fluorinated analogues was of particular interest, due to the important previously
reported bioactivities of organofluorinated compounds.

Biological activity for each synthetic compounds has been evaluated using the following bioassays:
the rice lamina inclination test, the soybean epicotyl elongation and the growth of wild type and

mutant seedlings of Arabidopsis thaliana.

Keywords: 28-homobrassinosteroids; plant hormons; fluorosteroids; organic synthesis; plant development bioassays.
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BrassINOSTEROIDES: Los brassinosteroides naturales suelen mencionarse en la literatura por sus nombres

triviales, a los que se asocia una abreviatura. A continuacién se listarin las correspondientes a los

compuestos mencionados en esta Tesis.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION



INTRODUCCION

Debido a su naturaleza sésil, las plantas deben regular su metabolismo a fin de aprovechar de manera
optima los recursos disponibles y sobrevivir en condiciones ambientales cambiantes. El crecimiento
vegetal estd modulado por hormonas que controlan eventos celulares como divisién, elongacién y

diferenciacion.’

Hasta hace poco tiempo se asumia la existencia de cinco tipos de fitohormonas: el etileno, el icido

abscisico, las auxinas, las citoquininas y las gibberelinas.

CH,COOH
H2C=CH2 O T X m
OH N
ctileno Sy H
cido absdisi acido 3-indolacétco
acido absdisico (una auxina)
HN °
Y
l‘1 N : -“OH
kN/ N/> COOH N\
kinetina acido gibberélico
(una citoquinina) (una gibberelina)

El papel de los esteroides como hormonas en mamiferos se conoce desde la década del 30,
posteriormente se ha demostrado también su funcién endocrina en insectos y hongos. Aunque las
plantas son capaces de producir gran variedad de esteroides, fue recién en 1979 cuando investigadores
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos describieron la estructura del brassinélido
(BL), una lactona esteroidal aislada del polen del nabo silvestre (Brassica napus L), con una notable

actividad sobre el crecimiento vegetal.?

o
brassinélido (BL)

Desde entonces, se ha descubierto un gran nimero de analogos estructurales del brassinolido,

colectivamente llamados brassinosteroides (BRs), los cuales se encontraron en todas las especies
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vegetales estudiadas: plantas superiores, helechos y algas. Los BRs demostraron poseer actividad
reguladora sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, tales como estimulacién de la division
celular, el crecimiento vegetativo y la reproduccién.’ Estas propiedades hicieron que los BRs se
convirtieran en un objetivo sintético interesante en vista de su posible aplicacién agrondmica. La
sintesis de anilogos de BRs sirvié, ademis, para obtener los compuestos necesarios para encarar los
estudios sobre biosintesis, modo de accién y metabolismo.

Estos avances en el conocimiento sobre los brassinosteroides no tuvieron, hasta los primeros anos
de la década de 1990, su correlato en los estudios sobre el papel que los BRs juegan en la regulacion
del crecimiento vegetal, porque se suponia que éste era redundante con el de otras hormonas como
auxinas y gibberelinas. Se creia entonces que los BRs eran intermediarios no esenciales en el desa-
rrollo de las plantas, pero, en los dldmos afios, el descubrimiento de variedades vegetales mutantes
deficientes en la biosintesis de BRs, permitié acumular suficiente evidencia que demuestra que los
brassinosteroides deben ser considerados como un grupo de nuevas hormonas, fundamentales para

el desarrollo normal de los vegetales.

A continuacion se describira brevemente el estado actual de las investgaciones sobre BRs, haciendo

especial referencia a los aspectos relevantes para esta tesis.

1.1 Los BRASSINOSTEROIDES EN EL REINO VEGETAL.

En 1941 Mitchell y sus colaboradores del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA) demostraron que el polen del maiz (Zea mays) poseia acdvidad como promotor del crecimiento
vegetal. Il interés de éste y de otros grupos relacionados continué por més de 30 ados, siendo
infructuosos los esfuerzos dedicados a aislar los compuestos responsables de esta propiedad. En
1974 comenz6 un proyecto de cooperacién entre distintos centros del USDA que concluyé en 1979
con la identficacién del brassinélido.” Por sucesivos fraccionamientos cromatograficos de extractos
metandlicos obtenidos a partir de 227 kg de polen de nabo silvestre, se logré purificar 4 mg de un
compuesto cuya estructura, determinada por cristalografia de rayos X y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de 'H, result ser (22R,23R,24.5)-201,3¢,22,23-tetrahidroxi-24-metil-B-homo-7-

oxa-50-colestan-6-ona. (BL.).

Este descubrimiento despert6 el interés de distintos grupos de investigacion japoneses, que también
habian encontrado extractos vegetales activos en distintos bioensayos. Aplicando técnicas de
aislamiento similares, Yokota y colaboradores’ lograron purificar, a partir de tejidos de castaiio
(Castanea sp.), €l segundo miembro de la familia de los brassinosteroides, al que llamaron castasterona
(CS). En estos primeros estudios, los BRs se aislaron y sus estructuras se caracterizaron rigurosamente

mediante métodos espectroscopicos.




HO.,,

HO™

O

castasterona (CS)

A principio de la década de 1980 hubo dos avances importantes que permitieron el ripido
descubrimiento de nuevos brassinosteroides: por un lado, se encontr6 que el bioensayo de inclinacién
de la limina de arroz (ILA), desarrollado por Maeda’ para auxinas, era altamente sensible para detectar
la presencia de BRs en extractos vegetales parcialmente purificados. Simultineamente se desarrollaron
métodos de anilisis basados en la cromatografia gaseosa - espectrometria de masas de BRs
derivatizados convenientemente.® De esta manera se detectaron nuevos BRs sin necesidad de
purificacién previa, lo cual resulté esencial debido a la muy pequefia concentracién de estos

compuestos en la naturaleza.

1.1.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LOS BRASSINOSTEROIDES INATURALES.

Hasta el momento se han elucidado las estructuras de mas de 50 brassinosteroides’, incluyendo
cinco conjugados (dos ésteres de icidos grasos y tres glucésidos). Suelen clasificarse, dependiendo
Cy0C,.

del nimero de carbonos en su estructura, como brassinosteroides de C,,,

Todos los brassinosteroides identificados hasta ahota poseen en comun un esqueleto 50i-colestano,
y sus variaciones provienen del tipo y orientacién de los grupos funcionales presentes en dicho

esqueleto.

esqueleto de 50t-colestano

Generalmente poseen en el anillo A hidroxilos vecinales en C-2 y C-3, tanto en configuracién o
como P, algunos poseen sélo un hidroxilo en C-3 o un grupo 3-ceto. Se conoce, incluso, un ejemplo

de un 2B,3B-epéxido, como se muestra en la Figura 1.1.

Con respecto al anillo B, se conocen cuatro tipos de BRs naturales: con estructuras de 7-oxalactona
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(7-oxa-6-ona), 6-oxo (6-ceto), 6-deoxo y 60-hidroxi.

En cuanto a la cadena lateral del esqueleto de colestano, los BRs naturales se agrupan en 7 categorias.
Los mas abundantes y ampliamente distribuidos tenen un susttuyente 245-metil; también son
posibles las sustituciones 24 R-metil (24-epibrassinosteroides), 24.5-etil (28-homobrassinosteroides),
24-metileno, 24-etlideno, 24-metilen-25-metil, o sin susttuyente en C-24 (28-norbrassinosteroides).
Ademis, casi todos los BRs poseen un diol vecinal 22R, 23R. Existe un 23-oxo brassinosteroide,

que se considera un producto de metabolizacién.®

Figura 1.1. Variaciones estructurales en
brassinosteroides naturales. BRs de Cyy BRs de Coy BRs de Cyy
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1.1.2. DI1STRIBUCION DE LOS BRASSINOSTEROIDES EN LA NATURALEZA.

Los brassinosteroides se han hallado en una amplia variedad de especies vegetales, incluyendo plantas
superiores (angiospermas y gimnospermas) € inferiores (algas y helechos). Ademis, se encuentran
presentes en todos los 6rganos estudiados: hojas, tallos, raices, y principalmente semillas y polen.
Generalmente, el polen contiene altas concentraciones de brassinosteroides, del orden del miligramo
por gramo de peso himedo. EEn comparacién, el resto de los tejidos vegetales normalmente contienen
s6lo nanogramos de BRs por gramo de tejido himedo.

Como ejemplo de la amplia distribucion de los BRs en la naturaleza, se pueden enumerar algunas de

las especics donde se han hallado”:

Monocotileddneas: Oryza sativa (arroz), Secale cereale (centeno), Triticum aestivum (trigo), Zea mays (maiz),
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Lilzum longiflorum (lirio), Tulipa gesneriana (tulipan).

Dicotiledéneas: Beta vuigaris (remolacha), Heliantus annus (girasol), Brassica napus (nabo), Raphanus
sativus (ribano), Arabidopsis thaliana, Castanea crenata (castano), Phaseolus vulgaris (poroto), Vida faba

(haba), Cannabis sativa, Lycopersicon esculentum (tomate), Thea sinensis (te verde), Apium graveolens (apio).

Gimnospermas: Cupressus arigonica (ciptés de Arizona), Pinus thumbergii (pino negro), Pinus silvestris

(pino escocés), Cryptomeria japonica (cedro japonés).

Algas y helechos: Hydrodictyon reticulatum, Esquisetum arvense, Marchantia pohmorpha.

1.2. M¥TODOS DE ANALISIS DE BRASSINOSTEROIDES NATURALES.

1.2.1. BIOENSAYOS.

Dado que los BRs estan presentes en las plantas en muy baja concentracién, su identificacién requiere
bioensayos sensibles y especificos que sean capaces de discriminar su accién de otras hormonas
endégenas. Los bioensayos utilizados fueron disefiados para el estudio de otras hormonas vegetales,

y fueron adaptados para el anilisis de BRs. Se describiran brevemente algunos de ellos:

Elongacion del primer entrenudo del poroto: desarrollado originalmente para auxinas’®, consiste en medir la
elongacién inducida por la aplicacién conjunta del brassinosteroide y una auxina sobre el primer
entrenudo en plantulas de poroto (Phaseolus vulgaris) etioladas. Se pueden detectar'” concentraciones
de BRs cercanas a 10""M.

Elongacion del segundo entrenudo del poroto: es similar al anterior. Fue el primer bioensayo especifico para

BRs?, y es capaz de detectar dosis cercanas a los 10 ng.

Desenrrolle de la hoja de trigo: se incuban segmentos de hojas obtenidas a partir de plantulas de trigo’’
(Triticum aestivurm). Los BRs promueven el desenrrolle completo de los segmentos a una concentracion
de 10 ng / ml.

Elongacion del epicotilo de soja’ : se incuban segmentos de epicotilos de plantulas jovenes de soja (Ghane
max L.) en una solucién del BR en estudio. Se mide la elongacién del epicotilo inducida por el

compuesto.

Inclinacion de la lamina de arrog (ILA): desarrollado por Maeda’ para el estudio de auxinas sintéticas, es
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el bioensayo mas sensible disponible para BRs. Pueden emplearse plintulas enteras de arroz (Oryza
saniva) o explantes. En el caso de plantulas enteras, se inyecta una solucién del BRs por debajo de la
zona ligular. El crecimiento diferencial de las células de la zona adaxial a la ligula provoca la inclinacién
de la limina.”’ El limite de deteccién para el brassindlido™ es de 50 pg / ml.

Este ensayo fue utilizado para la evaluacion de la actividad de los brassinosteroides sintetizados en

¢l presente trabajo.

1.2.2 MrTop0os MICROANALITICOS.

ILa baja concentracién de los BRs en las plantas hace que el aislamiento y purificacién para la posterior
caracterizacion no sea una metodologia prictica. Esto llevé al desarrollo de métodos instrumentales
en los cuales es posible trabajar con extractos parcialmente purificados obtenidos a partir de una

cantidad limitada de material vegetal.

Cromatografia gaseosa — espectrometria de masas’: Todos los BRs conocidos poseen al menos un par de
hidroxilos vecinales en la cadena lateral. De esta manera, al tratar el extracto en estudio con dcido
metanbordnico en las condiciones apropiadas, los BRs presentes se derivatizan como metanboronatos
ciclicos volatles que se analizan por CG acoplada a espectrometria de masas.

En los espectros de masas obtenidos por impacto electrénico, generalmente, puede detectarse el idon
molecular correspondiente al derivado. Ademds, se conocen las fragmentaciones tipicas de estos
derivados, con lo que se puede obtener informacién estructural de los BRs presentes en el extracto,

segun se muestra en la Iigura 1.2.

HO,, CH;B(OH), O
. P —8 |
Ho\" y o

0

bismetanboronato

Figura 1.2, Derivatizacién de BRs para su anilisis por cromatografia gascosa-cspectrometria de masas.
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La identificacion inequivoca requiere, en todos los casos, el uso de patrones obtenidos por sintesis

quimica.

Cromalografia liguida"®: Debido a que los brassinosteroides no poseen grupos croméfotos, se han
desarrollado métodos de derivatizacién que permiten utilizar detectores de absorcién ultravioleta,
de fluorescencia o electroquimicos. Los limites de deteccién dependen del tipo de derivado forma-
do; en particular los obtenidos a partir del 4cido dansilaminofenilborénico, que reacciona con el diol
vecinal de la cadena lateral, permiten la deteccién fluorimétrica de cantidades tan bajas como 25 pg.
Como se muestra en la Figura 1.3, los brassinosteroides derivatizados pueden ser separados usando

columnas de fase reversa con acetonitrilo-agua como fase moévil.

6 DeosansTY -
NH(CH3), 6 Benwn 1T :
& DeneeCR
b L]
L}
B(OH), oo )
H e ™
¥ §
SO,NH L ‘
acido dansilaminofenilbordnico , L;—- - A = J‘—— -- —
10 n W an 0

Retention time (min)

Figura 1.3. Ejemplo de analisis por HPLC de un extracto conteniendo BRs derivatizados como
dansilaminofenilboronatos. (Referencia 16).

En la actualidad se estd haciendo mas extensivo el uso de los métodos de cromatografia liquida
acoplada con espectrometria de masas, usando tanto ionizacién quimica a presién atmosférica como
ionizacion por electrospray. Listas técnicas han permitido descubrir, por ejemplo, BRs esterificados

con 4cidos grasos.”’

1.3. EsTUDIOS SOBRE LA BI1OSINTESIS DE BRASSINOSTEROIDES.

Poco tempo después del descubrimiento del brassindlido surgieton propuestas sobre su posible
origen biosintético.”” Resulté natural suponer que el campesterol, un esterol abundante en los
vegetales, y con el mismo esqueleto carbonado de C,,, fuera el precursor del brassinélido. Cuando
se descubrieron otros BRs, tales como castasterona (CS), tifasterol (T'Y) y teasterona (TE), se supuso
que los mismos podrian ser los intermediarios en la biosintesis de BL a partir de campesterol. Se
observé que la capacidad de promover el crecimiento vegetal de estos compuestos aumentaba
segun la secuencia campestero/— TIEE— TY — CS — BL , lo que sirvié para postular la ruta biosintética
hipotética presentada en la Figura 1.4.
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Acdvidad reladva en el bioensayo ILA:
TE: 6

TY: 10

CS: 50

Campesterol BI.: 100

s

HQ,,.

HO' HO

HO.,,

Figura 1.4. Rura biosintédca propuesta para el
brassinolido (Referencia 18).

HO™

Numerosas investigaciones han permitido confirmar y ampliar esta secuencia. La primera evidencia
directa’” provino de estudios con cultivos de células de Catharanthus roseus. Se sintetizaron una variedad
de posibles precursores de BRs marcados con deuterio. En una experiencia tipica se incuba un
posible precursor (generalmente un 26,28-dideuteroesteroide) en presencia de suspensiones celulares
y se analizan los metabolitos mediante cromatografia de gases — espectrometria de masas, la inica
técnica que por su sensibilidad permite este tipo de analisis bioquimico. Identificando los metabolitos

deuterados producidos puede establecerse la relacion biosintética entre los distintos compuestos.

Recientemente se han identificado mutantes de Arabidopsis thaliana y Pisum sativum deficientes en
brassinosteroides, y se ha demostrado que dicha deficiencia se debe a fallos en pasos especificos de
la biosintesis de BRs.”>? Estas mutantes muestran un crecimiento reducido y alteraciones
morfoldgicas que pueden ser revertidas por BRs exégenos (Seccion 1.6.1). Mediante los estudios
bioquimicos y genéticos de estas mutantes se pudieron establecer ademis, con cierto detalle, las

bases moleculares de la biosintesis, que se describen a continuacién.
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La Figura 1.5 muestra que la oxidacién e isomerizacién del campesterol geneta (24R)-ergost-4-en-
3-ona, que es reducida por una 50.-reductasa codificada por el gen def2. La proteina DET2 presenta
una alta homologia con la enzima de mamiferos que cataliza la reduccién de testosterona a
dihidrotestosterona.”” Una posterior reduccién del carbonilo genera campestanol, el cual sigue su

camino hacia el BL.

Figura 1.5. Conversion de campesterol en campestanol

HO'
Campesterol

t,,

(24R)-ergost-4-en-3-ona (24R)-crgostan-3-ona Campestanol

Los pasos que conducen desde el campestanol hasta el brassindlido consisten en la introduccién de
los hidroxilos en la cadena lateral y la funcionalizacién de los anillos A y B, y puede ocurrir por dos
vias alternativas. El camino que tiene como primera etapa la introduccién del carbonilo en C-6 se
conoce como la ruta de oxidacion temprana del C-6, mientras que si el carbonilo se introduce en etapas
posteriotes, se habla de una ra de oxidacion tardia del C-6. Ambas rutas se encuentran resumidas en

la Figura 1.6.

1.3.1. LA RUTA DE OXIDACION TEMPRANA DEL C-6

Si se incuban células de C. rosens en presencia de campestanol enriquecido con "*C, se pueden identificar
como metabolitos 60-hidroxicampestanol y 6-oxocampestanol, los cuales son ademds endégenos
en los vegetales. Se demostré que en el paso siguiente la enzima DWF4 oxida el C-22 para generar
22R-hidroxi-6-oxocampestanol, conocido como cathasterona.”’ Posteriormente, la enzima CPD
introduce otro hidroxilo en C-23 dando asi teasterona.” Estas dos enzimas son monooxigenasas del
tipo citocromo P450, similares a las hidroxilasas de mamiferos.

La teasterona se transforma en tifasterol por inversién teversible del hidroxilo 3P a 3@, teniendo a
3-dehidroteasterona como intermediario. Finalmente, otro citocromo, la enzima DDWF1 introduce

un hidroxilo en C-2 para generar castasterona®, que se transforma en brassindlido mediante una

11
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oxidacién del tipo Baeyer-Villiger. Hasta el momento no se conocen las enzimas involucradas en

este ultimo proceso, que, se sabe, ocurre a nivel microsomal.

. t,,, n,,
—_— —_—
HO HO!' Y HO'
Campestanol O 6a-Hidroxicampestanol ° 6-Oxocampestanol
1I)F\V4 1[)[7\"4
OH OH
s, o,
HO
6-Dcoxocathasterona O Cathasterona
crn OH

>
1C| D oH

HO'
6-Deoxotcasterona
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e

"

3.Dehidroteasterona

|

RUTA DE OXIDACION TARDIA DEL C-6
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Figura 1.6. Biosintesis del brassindlido a partir de HOy,,
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1.3.2. LA RUTA DE OXIDACION TARD{A DEL C-6.

Esta es una ruta paralela a la descripta anteriormente, en la cual los intermediarios no poseen el
carbonilo en C-6. Si bien todos estos compuestos habian sido hallados como BRs endégenos, se
suponia que eran productos secundarios, sin funcién bioldgica. Sin embargo se ha demostrado que
la via opera normalmente en los vegetales , aunque su regulacién parece ser distinta a la ruta de
oxidacién temprana.

En esta ruta, el campestanol es oxidado sucesivamente en C-22 y C-23 por las enzimas DWF4 y
CPD, el intermediario formado, Ia 6-deoxoteasterona, sufte inversién del hidroxilo 3 para generar
6-deoxotifasterol, que se convierte en 6-deoxocastasterona. La enzima BR6OX, también perteneciente
a la familia de los citocromos, cataliza la oxidacién en C-6 para generar castasterona via GO
hidroxicastasterona.” De esta forma, esta ruta converge con la de oxidacién temprana del C-6.

El brassinélido es el brassinosteroide mas activo, lo que sugiere que es el producto final de la via
biosintética. Sin embargo, su precursor inmediato, la castasterona, tiene una distribucion mucho
mas amplia, incluso sc encuentra en especies donde no se ha detectado el brassindlido: esto puede
indicar que la castasterona es activa per se y, por ende, seria responsable de funciones hormonales en

ciertos tejidos.

Se cree que el esquema biosintético mostrado no es completo: algunos estudios preliminares efec-
tuados con mutantes dobles de Arabidopsis sugieren que existe una mayor interconeccién entre los

dos caminos propuestos?, aunque no hay todavia evidencia experimental directa.

1.3.3. REGULACION DE LA BIOS{NTESIS.

El brassindlido y sus precursores biosintéticos de C,, con un metilo con configuracién R en el C-24
son los mas abundantes y mas ampliamente distribuidos en los vegetales, mientras que los BRs de
C,,y C,, se encuentran en menor concentracion, y en un nimero restringido de especies. La existencia
de estos BRs se explica por la presencia, junto al campesterol, de otros esteroles, tales como colesterol

y sitosterol, que servirian como precursores biosintéticos de estos BRs minoritarios. (Figura 1.7).

Evidencias recientes?” sugieren que la introduccién del hidroxilo en C-22 setia el paso que regula la
abundancia relativa de las distintas familias de BRs, pues la enzima DWF4, responsable de esta

oxidacion, parece tener mayor afinidad por sustratos del tipo C,, frente a otros esteroles.

Los niveles endégenos de esteroles tales como campesterol y 6-oxocampesterol son del orden mM,
mientras que los BRs con hidroxilos en la cadena lateral s6lo se presentan en concentraciones de

nivel nM, lo que sugiere que la hidroxilacién de la cadena es el paso limitante de la biosintesis. La

13
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expresion del gen gpd en Arabidopsis (que codifica para la enzima responsable de la hidroxilacién en
C-22) disminuye en presencia de brassindlido y otros intermediario con hidroxilos en C-22y C-23,

lo que demuestra que hay un control por retroalimentacién negativa a este nivel de la biosintesis.”

BRS (]C CZ‘)
—_— HO,,
HO HO" o
Sitosterol 0 Homobrassindlido
(HIBL)
OH
Colesterol 0/ 28-Norbrassindlido

(28-norBL)

Figura 1.7. Fitosteroles como origen biosintéuco de los BRs naturales minoritarios.

Por otro lado, los dos caminos biosintéticos mostrados operan en paralelo, aunque hay evidencia de
que el camino de oxidacién temprana es mis activo en la oscuridad, mientras que el oxidacion tardia
se activa en condiciones de iluminacién’, indicando que de alguna manera la biosintesis esta regu-
lada por la luz: Recientemente se ha encontrado que el paso de hidroxilacion en C-2, catalizado por
la enzima DDWF]1 estd acoplado, mediante una proteina G, con la percepcion de la luz a través de

los fitocromos.?

1.3.4. LOCALIZACION DE LA BIOSINTESIS.

Como se comenté anteriormente, el analisis mediante técnicas de cromatografia gaseosa-

espectrometria de masas, permitié demostrar que los BRs se hallan normalmente presentes en
todos los tejidos de un vegetal, siendo mayor la concentracion en los 6rganos reproductivos y en
crecimiento; sin embargo, no quedaba claro si la produccién de BRs era especifica de algin érgano

en particular y si habia procesos de transporte que justificaran la distribucion desigual observada.

14
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En un estudio reciente’ se demostré que la expresién de los genes biosintéticos, y por lo tanto la
biosintesis, es particularmente activa en los tejidos jovenes en desarrollo. Esto sugiere que los BRs
se gcneran principalmente en los mismos tejidos sobre los cuales actian.

Por otro lado, se ha descripto” que la proteina BET v1, aislada del polen de abedul, tiene una alta
afinidad por el brassindlido. Esta proteina presenta una estructura tridimensional muy similar a las
transportadoras de colesterol en mamiferos. Este hallazgo sugiere que los brassinosteroides podrian

unirse a proteinas especificas para ser transportados a través de los tejidos.

1.4. EsTUDIOS SOBRE EL METABOLISMO DE BRASSINOSTEROIDES.

Tras recopilar diversos estudios en distintas especies vegetales, Adam’ postulé dos caminos
principales por los cuales se metabolizan los BRs mis activos:

Por un lado, es comun la oxidacién de la cadena lateral por introduccién de hidroxilos en C-25 y C-
26 y posterior glicosilacién, como se ve en la Figura 1.8.a. Se ha encontrado” que la mutante bas? de
Arabidopsis sobreexpresa la hidroxilasa responsable de Ia hidroxilacién en C-26. Esta mutante presenta
niveles bajos de brassindlido y altos de 26-hidroxibrassinélido y presenta un fenotipo que indica
deficiencia de BRs. Notablemente, la expresion del gen bas? en plintulas normales, es mayor en las

raices”, sugiriendo que éste seria el 6rgano encargado de la inactivacién de los BRs.

BAS1

26-hidroxi-BL

4,

9 oH
OH
fo! OH

Figura 1.8a. Metabolizacion del HaQ,, HOCH,

brassindlido
26-glicopiranosiloxi-BL

La Figura 1.8.b muestra que también es posible la degradacion de la cadena lateral via hidroxilaciéon
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en C-20 y subsecuente ruptura oxidativa del enlace C-20 - C-22. Este proceso suele acompaniarse

con epimerizacién del hidroxilo en C-3.

epimerzacion

J hidroxilacion

OH

HO,,

HO'
J degradacion

O
Figura 1.8b. Metabolizacién de la

castasterona.
HQ,,

HO

Se ha demostrado’ la existencia de una sulfotransferasa que cataliza la O-sulfonacién del hidroxilo
en C-22 para generar un producto biologicamente inactivo. Es interesante notar que este tipo de

mecanismo de desactivacion de hormonas esta presente también en mamiferos.

Se han encontrado, ademas, varios ésteres de dcidos grasos, pero no se sabe si son productos de

degradacién o una forma inactiva que la célula vegetal utiliza para almacenar o transportar BRs.”

1.5. APLICACIONES AGRONOMICAS.

Los BRs poseen una serie de propiedades que les confieren gran potencial como agroquimicos™:
Son productos naturales ampliamente distribuidos en los vegetales, por lo tanto estin
presentes en las cadenas tréficas que incluyen a mamiferos y humanos.

Las plantas responden a dosis muy bajas de BRs (5 a 50 mg / hectirea). Iin general, el
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efecto es de estimulacion del crecimiento, lo que se traduce en un aumento de la cantidad
y calidad de las cosechas.

Los BRs incrementan Ia resistencia contra fitopatdgenos y pueden ser usados para sustituir
total o parcialmente a algunos de los pesticidas tradicionales perjudiciales para el medio
ambiente.

Los BRs pueden aplicarse para el tratamiento de plantas o semillas usando equipamiento

y tecnologias sencillas.

Para fines de la década de 1980 dos BRs bioactivos, el 24-epibrassindlido y el isémero no natural
225,235 del 28-homobrassindlido fueron seleccionados como candidatos para los ensayos a campo

debido a que pueden obtenerse en cantidad mediante sintesis quimica.

OHg

24-cpibrassindlido (225,235)-28-homobrassindlido

Durante varios afios se hicieron numerosos estudios utilizando distintas especies vegetales,
especialmente en Japon, China, Rusia y algunos paises europeos. Incluso ciertas formulaciones
conteniendo estos compuestos fueron patentados. Si bien los resultados fueron promisorios en los
estudios a nivel de invernadero, las mejoras de las cosechas en las aplicaciones a gran escala no
resultaron ser reproducibles. Estos compuestos, que resultan tener una alta actividad en los ensayos
bioldgicos, no son capaces de ejercer un efecto homogéneo cuando se aplican en grandes extensiones
de cultivos. Una explicacion aceptada es que en los bioensayos habituales se trabaja con una poblacién
homogénea de plantas, y la aplicacién de los BRs se hace de manera controlada, a intervalos regulares.
Estas condiciones no pueden cumplirse ficilmente en los estudios a campo, especialmente si se
considera que los individuos en una plantacién normal presentan una distribucién en cuanto al
estadio de desarrollo. Por otro lado, la aplicaciéon sobre la cosecha suele ser dnica o con periodos
prolongados entre dos aplicaciones sucesivas, y debe tenerse en cuenta que los BRs son ficilmente
degradados en un ambiente a cielo abierto.

Un problema adicional radica en la baja capacidad de estos compuestos para atravesar las barreras
bioldgicas de los tejidos vegetales, especialmente si se aplican por aspersion.

Pese a estos inconvenientes, se ha demostrado”” que, si las condiciones ambientales del cultivo no
son optimas (suelo pobre, frio, sequia, alta salinidad), la aplicacion de estos BRs puede mejorar en

ciertos casos la produccion vegetal entre un 10 y un 40 %.
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1.6. ESsTUDIOS SOBRE LA ACCION FISIOLOGICA DE BRASSINOSTEROIDES.

A partr de contar con brassinosteroides sintéticos en canddades adecuadas, se iniciaron una serie
de estudios relacionados con su accién fisioldgica en distntas especies. Se establecié que estos
compuestos inducen un amplio espectro de respuestas, tanto durante el desarrollo, como durante el
crecimiento vegetativo de las plantas: entre otros, los BRs se asocian con los procesos germinativos™ ¥/,
de diferenciacion vascular”, produccién de polen y maduracion de frutos.” En general, los efectos
suelen ser de promocidn del crecimiento, aunque, en ciertos casos (como en las raices), pueden
provocar inhibicién del mismo.

Los estudios efectuados demuestran que la aplicacién de BRs induce la sintesis de proteinas,
hiperpolarizacién de las membranas celulares. El crecimiento celular viene acompafiado por un
reordenamiento de los microtibulos™ y fosforilacién de proteinas asociadas.

Aunque no se conocen los mecanismos moleculares involucrados en estos procesos, un estudio
reciente” mostr6 que el brassindlido regula directamente la expresion de al menos 95 genes en
Avrabidopsis, entre los que se incluyen factores de transcripcion, genes relacionados con el metabolismo
celular, la percepcion de la luz, canales de iones, y otros implicados en procesos de elongacién y

organizacion de la pared celular.

1.6.1 DESCUBRIMIENTO DE MUTANTES DEFICIENTES EN BRASSINOSTEROIDES

Como se mencioné anteriormente, debido a que muchos de los efectos observados son producidos

también por otras hormonas vegetales, en una primera instancia se consideré que los BRs no eran
esenciales para el desarrollo normal de las plantas.

La evidencia definitiva de que los BRs deben considerarse como un nuevo tipo de hormonas provino
de un campo de estudio completamente diferente: el analisis genérico de la foromorfogénesis vegetal.
En las plantas, el crecimiento inmediatamente posterior a la germinacion ocurre generalmente por
debajo de la superficie del suelo, y las plantulas nacientes deben exponer sus hojas a la luz solar para
poder comenzar con la fotosintesis. Una plantula edolada, con cotledones cerrados y un hipocotilo
en elongacion ripida puede alcanzar la superficie sin dafiar sus hojas jovenes. Una vez alcanzada la
luz solar, el dpo de crecimiento cambia: los cotiledones se expanden, se desarrollan hojas, se inducen
los genes relacionados con las funciones fotosintéticas mientras que se inhibe el crecimiento del
hipocotilo, el cual se vuelve mis grueso y se transforma en el tallo. El cambio de un desarrollo
adaptado a un ambiente subterrineo a otro apropiado para condiciones de iluminacién se conoce
como fotomorfogénesis o deetiolacién.”

Durante un estudio sobre este proceso se descubrieron mutantes de Arabidopsis que, cuando crecen
en la oscuridad, presentan caracteristicas propias de plantas crecidas en la luz. De las 18 mutantes

encontradas, la denominada def2 (de-etiolated 2) crece en la oscuridad con multiples alteraciones,
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como hipocotilos cortos, y cotiledones expandidos y abiertos (Figura 1.9). En la luz, las mutantes

det? presentan enanismo y fertilidad reducida, y responden mal a las fluctuaciones de la luz ambiente.”

Se determiné que las mutantes des2 poseen alteraciones en un gen del cromosoma 2, al que se
denominé DET?2. Este gen codifica para una proteina que muestra alta homologia con las 50(-
reductasas que intervienen en la biosintesis de esteroides en animales. Posteriormente, se demostro
que esta enzima estd implicada en la conversién de campesterol a campestanol (Figura 1.5), y por lo
tanto en la biosintesis de brassinosteroides. La mutante de£2 posee menos de un 10% del contenido
de BRs que la variedad salvaje. Ademais, el fenotipo mutante puede revertirse en gran medida al
normal si las plantulas de def2 crecen en presencia de brassinosteroides.”” Con toda esta evidencia
pudo concluirse que los brassinosteroides son esenciales para el normal desarrollo vegetal y deben
considerarse como un nuevo grupo de hormonas vegetales. Desde ese momento, se han descripto
nuevas mutantes deficientes en la biosintesis o percepcion de BRs, tanto en Arabidgpsis como en

otras especies (tomate, arveja), lo que ha demostrado definitivamente ese hecho.

la b
i
‘} B
s
¥ p

N\
ww ¢

det2  normal

Figura 1.9. Mutantes de A. I/Ja;/iana deﬁcientés en BRs. a) Plantulas de 10 dias crecidas en condiciones de

iluminacion. b) Las mismas plantas, luego de 5 semanas. ¢) Plantulas etioladas de 8 dias.

1.6.2. PERCEPCION DE LOS BRASSINOSTEROIDES Y TRANSDUCCION DE LA SENAL.

La evidencia acumulada hasta el momento parece sugerir una cierta analogia entre los BRs y las
hormonas esteroidales de mamiferos e insectos. De ser asi, es de esperar que exista algin tipo de
receptor celular que, al unirse con los BRs, dispare las diversas respuestas fisiologicas.

En 1996 se descubrié una mutante de Arabidgpsis cuyas caracteristicas fenotipicas son similares a las
de det2, pero que, a diferencia de otras mutantes biosintéticas, no revierte al estado normal por

agregado ex6geno de BRs.” Esta mutante se conoce como bri1 (brassinosteroid-insensitive 1), y se
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ha demostrado que posee defectos en una quinasa de la membrana celular.” Posteriormente, se
determiné que la quinasa BRI1 tiene una gran afinidad por los brassinosteroides™, y que luego de
8t P )

su unién, desencadena una cascada compleja de reacciones cuyo efecto final es la activacion de
genes especificos, por lo que se cree que BRI1 es parte del receptor de BRs. Actualmente, se esta
estudiando el mecanismo por el cual el receptor BRI1 transmite la sefial al interior celular: los
primeros resultados’ muestran que algunos de los intermediarios involucrados presentan una gran
homologia con elementos similares de mamiferos e invertebrados.

Un estudio reciente” demostrd, ademis, la posible existencia de caminos alternativos para la

b b
percepcion de los brassinosteroides, en los cuales intervendrian otros receptores distintos a BRI1,

adin no identificados.

1.7. SINTESIS DE BRASSINOSTEROIDES.

La sintesis de los brassinosteroides naturales comenzo casi inmediatamente luego del descubrimiento
del brassindlido en 1979. Pricticamente todas las sintesis publicadas hasta el momento son sintesis
parciales, que implican la introduccién de los grupos funcionales deseados en el fragmento tetraciclico
y en la cadena lateral del esteroide de partda.

Un punto importante en estas sintesis es la eleccién del esteroide de partida: en casi todos los casos
se ha elegido estigmasterol o ergosterol, que son muy accesibles, y que pueden utlizarse para la
preparacion de los correspondientes brassinosteroides de C,) y C,,, en procedimientos que no
requieren la reconstruccién de la cadena lateral. Por otro lado, la presencia del doble enlace A# da la

posibilidad de reemplazar parte de la cadena lateral via un aldehido en C-22.

Estigmasterol Ergosterol

Otros esteroides adecuados que han sido utilizados como productos de partida son el crinosterol y
el brassicasterol, aunque estos compuestos no son tan accesibles, un factor a tener en cuenta en las

sintesis en gran escala.
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También se han publicado algunas sintesis (especialmente de anilogos de BRs) que parten de otros

materiales abundantes como pregnanos, androstanos, icidos célicos y sapogeninas.

HO HO

Pregnenolona Androstenolona Acido hiodeoxicélico

diosgenina
(una sapogenina)

A continuacién se decribiran las estrategias generales usualmente utilizadas en la sintesis de

brassinosteroides y sus analogos.

1.7.1. SINTESIS DEL FRAGMENTO C{CLICO.

Los métodos mis empleados para la formacién del sistema 2,3-dihidroxi-6-ceto, propio de los BRs,
se conocen de la quimica clisica de esteroides. En estos métodos el carbonilo en C-6 se genera
primero, seguido por introduccién del doble enlace A? y su posterior dihidroxilacién.

La manera mas directa de introducir el catbonilo en C-6 es la hidroboracién del doble enlace A®
seguido por oxidacién del alcohol intermediario” . Este método no es compatible con la presencia
de otros dobles enlaces en la molécula.

Una alternativa universalmante empleada se basa en el reordenamiento de los 3B-sulfonatos detivados
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de los A’-esteroles que genera los 3,5-ciclo-6B-hidroxi esteroides correspondientes™, que pueden
oxidarse para dar la cetona en C-6. El ciclopropano del intermediario puede transformarse
alternatdvamente en las cetonas susdtuidas™* en C-3, o en el doble enlace A?, que puede dihidroxilarse
para dar el diol 20,30 correspondiente.” En la Figura 1.10 se muestran, ademas, rutas alternativas

que también han sido utlizadas para realizar estas transformaciones.”

\ a) MsCl / Py. b) BH; / THE. ¢) PDC. d) KHCO; / acctona.
¢)Jones. f) 1iBr / DME. g) OsO, / THE. h) HBr / AcOIL i) LiCO,
/ DME. j) CF;CO5H / Cl1,Cl,.

!
> >~ ~
Ms dl MsO é)H Ms fl I
~ ~ ™~ ~
oLy = oty - Oir e el
OH hl (0] ]1

\’\\

Br (i;g
o}
o )

Figura 1.10. Construccién de los anillos A y B de brassinosteroides.

/

La oxidacién de los 6-cetoesteroides mediante la reaccién de Baever — Villiger es el método estindar
para la formacién de la lactona® en el anillo B. Esta reaccién genera la mezcla de los regioisémeros
7-0xa y 6-oxa en proporcién variable, por lo que se han hecho algunos intentos para obtener el

isdmero deseado exclusivamente.®’

Si el esterol de partda es ergosterol (empleado para las sintesis de 24-epibrassinosteroides), la presencia
del dieno conjugado A% en el anillo B hace necesario un paso adicional de reduccién. La reduccion
puede efectuarse inicialmente para general el esteroide 3B-hidroxi-A’ (de manera no selectiva, pues
se obtiene también el isémero A’ no deseado); o, mas eficientemente, en un paso posterior de la

sintesis®’, como se muestra en la Figura 1.11
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Figura 1.11. Construccién de los anillos A y B partiendo de ergosterol

Una revision exhaustiva de las estartegias sintéticas para la construccién de los anillos A y B en BRs

puede encontrarse en Teme Centurién® o Khripach.”

1.7.2. SINTESIS DE LA CADENA LATERAL.

Las aproximaciones sintéticas a las cadenas laterales de los BRs pueden dividirse en dos grupos
principales: o bien se conserva el esqueleto de carbono del esteroide de partida, o se reconstruye
dicha cadena mediante formacién de nuevos enlaces carbono-carbono. En ambos casos, el paso

clave es la introduccién del diol en C-22 y C-23 con la estereoquimica correcta.

A) CONSERVANDO LA CADENA DEL ESTEROIDE DE PARTIDA.

Esta alternativa es adecuada cuando el esteroide de partida tiene un doble enlace A ?2. De esta manera,
pueden sintetizarse 28-homobrassinosteroides a partir de estigmasterol y 24-epibrassinosteroides a
partir de ergosterol. La dihidroxilacién del doble enlace AZ con tetréxido de osmio suele dar
mayoritariamente el diasterémero no natural 225,235. La cantidad obtenida de cada diasterémero
depende, en general, de las condiciones de reaccion y, especialmente, del tamafio y configuracién del
sustituyente en C-24 .

La estereoquimica de esta reaccién puede entenderse si se admite que la cadena lateral de los esteroides
es relativamente rigida y que el ataque del tetréxido de osmio ocurte por la cara menos impedida del

doble enlace.”’

23



CAPITULO 1

diol 22R,23R diol 225,23§

cadena natural cadena no natural

Si bien hubo intentos de obtener selectivamente los dioles con configuracién 22R,23R mediante
estrategias distintas a la simple dihidroxilacién con tetréxido de osmio®#’, las mismas presentaron

una baja eficiencia.

Una mejora notable en la sintesis se introdujo cuando se aplicé la dihidroxilacién asimétrica de
alquenos desarrollada por Sharpless® para la oxidacién de esteroides con un doble enlace A%
Eligiendo adecuadamente el auxiliar quiral (derivados de quinina y quinidina) se puede favorecer la
formacidn del diol con la configuracién requerida, tal como se muestra en la Tabla 1.1.

El efecto del auxiliar quiral depende de la configuracién del sustituyente en C-24.

Auxiliar % 22R.23R % 225,235  Ref

/\/I\r ninguno 18 82 67
L

DHQD CLB 89 11 08
ninguno 13 87 67
" A
DHQD,(Phal) 80 20 69
ninguno 37 063 70

,..K\/\‘/ DHQD CLB 90 10 61

Tabla 1.1. Proporcién de diasterdmeros en la dihidroxilacion de la cadena lateral de distintos esteroles

DHQD CI.B: 4-clorobenzoato de hidroquinidina.
DHQD,(Phal): hidroquinidina 1,4-ftalazinadiil dicter
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B) CON RECONSTRUCCION DE LA CADENA LATERAL.
En ciertos casos no es posible contar con un esteroide de partida con la cadena lateral adecuada, y
es necesario construirla. La presencia de cuatro centros quirales consecutivos hace que éste sea un
problema complejo que, hasta la fecha, no puede considerarse resuelto de manera totalmente
satisfactoria. En particular, se han publicado numerosas sintesis estereoselectivas de la cadena lateral
del brassinélido y otros BRs relacionados. A modo de ejemplo se mencionarin las mas recientes y

eficientes.

En la Figura 1.12 se plantea el esquema seguido por McMorris y colaboradores.” Se partié de
estigmasterol, y se preparé un esteroide funcionalizado como aldehido en C-22, obtenido por ruptura
oxidativa del doble enlace A2 La reacci6n de tipo alddlica con un furano litiado generd una lactona
que se redujo estereoselectivamente. La oxidacién del hidroxilo en C-29 (previa proteccion de los
hidroxilos en C-22 y C-23) y postetior decarbonilacién generd la cadena deseada del brassindlido

protegida como acetdnido. El rendimiento fue de un 25 % (partiendo desde el aldehido).

CHO

Estigmasterol
1.H, / Pd-C
/N 2. LiAlH,
2. 82%
80%

1. acetona / H*
OH  2.croy /Py
3. (PPhy);RhCl
63%

{

Figura 1.12. Sintesis de la cadena lateral del brassinélido segiin McMorris y col. (Ref 71)

Otra ruta eficiente disefiada para la obtencién de la cadena lateral del brassinélido fue publicada pot
Marino® en 1996, y se muestra en la Figura 1.13. El aldehido, preparado también a partir de

estigmasterol, se condensé con un sulfuro vinilico litiado, y el sulfuro resultante se oxid6é con
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hidroperéxido de cumeno, en presencia de L-tartrato de dietilo, para dar un sulféxido quiral.
El hidroxilo en C-22 se transformé el mesiloxi derivado, que se desplazé con cianocuprato de
metilo en una reaccién § 2. El sulféxido se eliminé con t-butillitio, y se dihidroxilé

estereoselectivamente el doble enlace formado, obteniéndose asi el compuesto deseado.

L-DET /CHP
Ti(O-iPr),

93%

S-pTol

MeCuCNMgBr
1%

Figura 1.13. Sintesis de la cadena lateral del brassinélido segiin Marino y col. (Ref 69)

Una sintesis mas sencilla es la publicada por Back y colaboradores™, que se resume en la Figura
1.14. El aldehido en C-22 se hace reaccionar con un anién derivado de fenilpropilseleniuro (el

sustituyente O al centro aniénico voluminoso induce la formacion del alcohol 22R). La oxidacion

CHO - -
Li
SePh 1202
73% cn total
L-DIET / . ’
Tl(O-lPr)4 l-PngBr

60%

82% {

Figura 1.14. Sintesis de la cadena lateral del brassinélido segin Back y col. (Ref 72).
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del seleniuro intermediario seguida de eliminacién dio el alcohol alilico, que se epoxidé
estereoselectivamente mediante el método de Sharpless. El ataque de cloruro de isopropil magnesio
sobre el epoxido obtenido dio la cadena requerida con un rendimiento del 8% (a partir de

estigmasterol).

Finalmente, Watanabe publicé una sintesis en la que el aldehido en C-22, también obtenido a
partir de estigmasterol, reacciona con bromuro de (Z)-prop-1-enilmagnesio para dar el alcohol que,
al sufrir una transposicion de Claisen genera estereoespecificamente el éster correspondiente, segin
se muestra en la Figura 1.15. El grupo etoxicarbonilo se redujo al metilo, y la posterior dihidroxilacién
de Sharpless permitié obtener la cadena del brassindlido con un rendimiento del 22% (a partir de

estigmasterol).

Et(OEt); /
PcOH
98%

i) LiAIH,
i)MsCl / Py
i) LiAIH 4

Figura 1.15. Sintesis de la cadena lateral del brassindlido segin Watanabe y col. (Ref 73).

1.7.3. SINTESIS DE ANALOGOS DE BRASSINOSTEROIDES.

La preparacién de anilogos comenzé luego del descubrimiento del brassinélido, simultineamente
con el aislamiento de nuevos BRs de sus fuentes naturales. La sintesis de anilogos permitié abordar
estudios sobre biosintesis, metabolismo y de relacién estructura-actividad.

A menudo los andlogos se obtienen como subproductos de las sintesis de los compuestos naturales
(tal es el caso de los isémeros 225,235 que se forman al dihidroxilar el doble enlace A en muchas
de las sintesis de BRs). En otros casos son disefiados y preparados con un fin especifico.

Es necesario notar que el concepto de “anilogo” debe tomarse en un sentido amplio: algunos BRs
fueron sintetizados primero como anilogos y sélo posteriormente fueron identificados como
productos naturales.

En los dltimos 20 afios se ha sintetizado una gran variedad de anilogos de BRs, que incluyen
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modificaciones muy diversas en la cadena lateral (tanto en la longitud como en la configuracion de
los centros quirales), y en la parte ciclica. Una descripcion mis detallada de esta variedad excede los
objedvos de esta introduccion. Puede consultarse la monografia de Khripach, que redne una extensa

informacién sobre el tema.”

1.8. ESTUDIOS SOBRE RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD.

Una vez obtenidos los primeros anilogos de BRs, se intent6 hallar una relacién entre su estructura
y la actividad medida en diferentes bioensayos. Lamentablemente, la actividad relatva de los BRs
resulto ser distinta en distintos bioensayos, o incluso en modificaciones de un mismo ensayo (usando,
por ejemplo, explantes en lugar de plantas enteras). Asi, aun no pudo obtenerse una relacion
cuantitativa estricta entre la estructura y la acavidad.

Sin embargo, hay consenso sobre los requerimientos estructurales basicos” necesarios para que un

compuesto presente actividad como brassinosteroide:

Presencia de hidroxilos en los carbonos 22 y 23, siendo 6ptima la configuraciéon 22R,23R
Presencia de un grupo alquilo o arilo en C-24.

Debe poseer un grupo polar en el anillo B, en particular una funcién 6-ceto o 7-oxalactona.
Presencia de hidroxilos en los carbonos 2 y/o 3, especialmente con configuracion o.

Fusidn trans entre los anillos A y B.

Posteriormente resulté claro que el mecanismo de accién fisiolégica de los BRs involucraba la
unién con un receptor celular, y por lo tanto, que la actividad debia depender de la estructura
tridimensional del esteroide. Estudios basados en modelado molecular™ sugieren que la actividad
de los BRs esta determinada por, un lado, con la posicién espacial de los oxigenos en C-2, C-3, C-6,
C-22 y C-23 implicados en las interacciones receptor-ligando, modulado a su vez por un factor
entropico, derivado de los multiples conformeros que presenta un analogo dado.

Este modelo puede explicar por qué ciertos analogos presenten alta actividad, a pesar de no cumplir
algunos de los requerimientos estructurales enumerados.

Refinamientos de esta idea basica muestran que los BRs se unirian al receptor mediante interacciones

polares, posiblemente enlaces de hidrégeno.
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1.9. PERSPECTIVAS

El conocimiento acumulado sobre distintos aspectos de la quimica, bioquimica y fisiologia de los
brassinosteroides ha abierto nuevas lineas de investigacion, cuyos resultados més interesantes se

descrbiran brevemente:

1.9.1. SINTESIS DE ANALOGOS CON APLICACIONES AGRONOMICAS.

La estabilidad de los BRs naturales se transforma en un factor importante a tener en cuenta para la
posible aplicacién agronémica. En los dltimos afios se han desarrollado algunos andlogos sintéticos
que, si bien no presentan una gran actividad a nivel de los bioensayos convencionales, son estables
por periodos prolongados y han mostrado efectos promisotios sobte las cosechas.

Como ejemplo puede mencionarse el analogo conocido como TS303, patentado en Japdn, que se

encuentra en etapa de evaluacion previa a su aprobacidn oficial.

PrO,,

o]

pro*”
o]
TS303

Este compuesto ha demostrado poseer un efecto importante” sobre el rendimiento de cosechas de
trigo, atroz, remolacha y papa, si las semillas se tratan por simple inmersién previa a la siembra. Esto
provoca una aumento en la proporcion de semillas que germinan y raices mas vigorosas. Por otro
lado, la aplicacién directa sobre vifiedos, justo antes de la floracién, aumenta el tamario de los frutos
y previene la maduracién anticipada. Existen otros compuestos con propiedades similares, y se cree
probable que en los préximos afios derivados anidlogos de BRs naturales podran aplicarse en forma

masiva como agroquimicos.

1.9.2. EsTUDIOS SOBRE INHIBIDORES DE LA BIOSfNTESIS DE BRASSINOSTEROIDES.

Como se vio anteriormente, la biosintesis de los BRs implica multiples pasos de oxidacién mediados
por citocromos del tipo P450. Se sabe que este tipo de oxidasas pueden ser inhibidas por derivados
del triazol, se desarrollaron entonces compuestos de esta familia que, al ser aplicado sobre plintulas

de Arabidopsis, indujeron un crecimiento similar al que presentan las mutantes biosintéticas de BRs.
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Como ejemplo, se puede mencionar el brassinazol, el cual, a concentraciones del orden de 1UM,
provoca malformaciones tales como enanismo y deetiolacién en la oscuridad.” Aligual que para las
mutantes biosintéticas, todos estos efectos pueden revertirse con la coaplicacién de brassinélido.

Un estudio bioquimico revel6 que el brassinazol bloquea la hidroxilacién en C-22 (IFigura 1.6), al ser

un inhibidor selectivo de la enzima DWF4.”*

OH
X0
N 7 Cl
/)
L
brassinazol

Una ventaja del uso de los inhibidores de la biosintesis de BRs, es que pueden ser utilizados en el
estudio del papel de estas hormonas en una amplia variedad de especies de las cuales no se han

descripto las mutantes correspondientes.

1.9.3. EsTUDIOS SOBRE MIMETICOS NO ESTEROIDALES DE BRASSINOSTEROIDES.

Un nuevo enfoque, aparecido en los dltimos arios, es el desarrollo de compuestos no esteroidales
que puedan inducir el mismo tipo de respuesta fisioldgica que los BRs. En base a los estudios
previos sobre relaciones estructura-actividad, Andersen y colaboradores® disefiaron y sintetizaron

compuestos que resultaron moderadamente activos en el ensayo de inclinacién de la limina de

arroz.
o OH
o 0d
H
L
i |
HO HO. L= f, Il
HO ‘O
b HO'
o OH

Figura 1.16. Mimédcos de brassinosteroides. Las funciones oxigenadas que mimetizan a los grupos de

C-2, C-3, C-22 y C-23, responsables de la actdvidad, aparecen remarcados
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Como puede verse en la Figura 1.16, estos compuestos consisten, basicamente, en dos subunidades
biciclicas, que contienen las funciones polares que imitan a los grupos presentes en el brassinélido.
Las dos subunidades estin unidos por un espaciador que permite que la conformacién de los

compuestos obtenidos se aproxime a la de los BRs.

Ese tipo de miméticos podrian resultar una alternativa vilida para el desarrollo de nuevos

agroquimicos.

1.10. TRABAJO A DESARROLLARSE EN ESTA TESIS.

Luego de este breve panorama sobre el estado actual del conocimiento en el campo de los
brassinosteroides, en los capitulos siguientes se describirin los aportes efectuados durante esta Tesis.
El trabajo se ha centrado sobre los 28-homobrassinosteroides, un subgrupo de BRs con un esqueleto
50-estigmastano.

En el Capitulo 2 se describira las sintesis de los cuatro miembros de esta familia que han sido
detectados como compuestos naturales, y se discutirin las posibles relaciones biosintéticas entre
cllos que resultan de la evaluacién de sus actividades biolégicas.

El Capitulo 3 se dedicara a la descripcion de las sintesis y bioactividades de anilogos de 28-
homobrassinosteroides fluorados en C-3, mientras que el trabajo efectuado sobre anilogos
modificados en C-6 se mostrara en el Capitulo 4.

El Capitulo 5 trata sobre el estudio de anilogos hidroxilados y fluorados en C-5. En el Capitulo 6 se
discutiran resultados interesantes encontrados durante las sintesis presentadas en el Capitulo 5.

El Capitulo 7 seri una revisién donde se destacarin los resultados sobre las bioactividades de los
compuestos sintetizados.

Finalmente, la descripcién detallada de todo el trabajo experimental efectuado, se mostrari en el

Capitulo 8.
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28-HOMOBRASSINOSTEROIDES NATURALES

Si bien la presencia de 28-homobrassinosteroides (esqueleto colestano con sustituyente 24.5-etilo)
suele ser minoritaria en fuentes naturales, el interés en los mismos radica en que su sintesis es
accesible a partir de estigmasterol, un esterol muy abundante y ficilmente asequible a partir del
insaponificable del aceite de soja. Partir de un esqueleto catbonado con la estereoquimica correcta
en gran parte de los centros quirales es fundamental si se piensa en la sintesis en gran escala, en vista

de las posibles aplicaciones de los BRs como agroquimicos.

Los 28-homobrassinosteroides naturales conocidos hasta el momento son: 28-homobrassinélido
(HBL), 28-homocastasterona (HCS), 28-homotifasterol (HTY), y 28-homoteasterona (HTEL).

HO.,,
HO"" 1
(o]
28-Homobrassinélido 28-Homocastasterona
HBL HCS

(0]

28-Homotifasterol 28-Homoteasterona
HTY HTE

Figura 2.1. 28-Homobrassinosteroides naturales

El HBL posee una notable actividad en distintos bioensayos, y por ser sintéticamente mas accesible
que el brassinolido, es ampliamente udlizado en estudios de mejoramiento del rendimiento de las

. .. !
cosechas en invernadero y en condiciones naturales.

El primer objetivo planteado en este trabajo fue la obtencién de los 28-homobrassinosteroides
naturales mencionados, los cuales se utilizarfan como patrones de bioactividad para la comparacién

con otros analogos no naturales a sintetizarse. Los cuatro compuestos habian sido ya preparados
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por distintos grupos; en las siguientes secciones se describen brevemente algunas de dichas sintesis

y se discuten las rutas que se utilizaron en esta tesis.

2.1, SINTESIS

2.1.1. SINTESIS DE 28-HOMOBRASSINOLIDO Y 28-HOMOCASTASTERONA.

I. ANTECEDENTES.

La primera sintesis de HBL y HCS fue publicada en 1979 por Thompson y colaboradores?, cuando
todavia dichos brassinosteroides no habian sido identficados en fuentes naturales, hecho que ocurrié
en 1983 y 1984, respectivamente.’ La secuencia sintética utilizada consistié, como es habitual en
estos casos, en la introduccion de los grupos funcionales requeridos en los anillos A y B y la

dihidroxilacién posterior del doble enlace AZ,

Las modificaciones en los anillos se basaron en reacciones previamente desarrolladas para la sintesis

de ecdisteroides’, y se muestran en la Figura 2.2.

..... ) . '\\ . '\\
Beoinn

estigmasterol 1 2
3

(0]

|-

~ >

HO

6 0 °
30% desde _ 60% en tres pas
estigmasterol c 4 R =0I1 W% en tres pasos
S 5R=TsO

a) MsCl / Py, ta. b) KHCOs / agua / acetona, reflujo c) Reactivo de Jones / acctona, ta.
d) i) H,SO, / agua / AcOH, reflujo ii) K,CO3 / MeOH, t.a. €) TsCl / Py, ta. f) LiBr / DM,
reflujo.

Figura 2.2. Primera sintesis de HCS y HBI. (referencia 2)

Obtencién del intermediario (22E)-5a-estigmasta-2,22-dien-6-ona (6).

La mesilacion del estigmasterol, seguida de solvélisis con KHCO, acuoso, generé el 30,50~ciclo-
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6B-hidroxi esteroide 2 conocido como iso-estigmasterol. Esta es una reaccién caracteristica cuyo

mecanismo propuesto’® puede verse en la Figura 2.3.

~— OH

Figura 2.3. Formacion del /so-estigmasterol.

Ll iso-esteroide 2 fue oxidado con el reactivo de Jones para dar la cetona correspondiente 3. La
apertura del ciclopropano de 3 con H,SO, / AcOH acuoso, y posterior hidrélisis del 3B-acetato
intermediario, generd el 3B-hidroxiesteroide 4, el cual se transformé en el tosilato 5. La eliminacién
del tosilato por reflujo en DMF en presencia de LiBr permiti6 obtener la dienona 6 con un rendimiento
global cercano al 30 %.

La posterior dihidroxilacién con OsO, de los dobles enlaces A? y A% de la dienona 6 dio una mezcla
de HCS y del diaster6mero no deseado 225,235 (7), segiin se muestra en la Figura 2.4. El tratamiento
de HCS con icido trifluoroperacético permitié obtener HBL junto con la 7-oxalactona isomérica 8.

El rendimiento total de la secuencia fue de apenas un 2 %.

HG,,

HO"

€) 0sO, / NMO / THF.
f) TFAA / H,0, /CH,Cl,

(o}
° HBL 8

Figura 2.4. Primera sintesis de HCS y HBL (referencia 2) Hidroxilacion
y lactonizacion del intermediado 6.
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La principal limitacién de esta sintesis consiste en que la presencia del centro quiral en C-24 induce,
en el paso de dihidroxilacién, la formacion preferente del diol 225,235 es decir, con la configuracion
opuesta a la requerida, y solo se obtiene una pequena cantidad del brassinosteroide natural. Se
hicieron varios intentos para evitar este paso problemético”?, pero en ningtin caso se consiguié un
rendimiento global mayor al 7%.

Un adelanto considerable al respecto fue la introduccién, en las sintesis de BRs, de la reaccién de
dihidroxilacion catalitica asimétrica catalitica, desarrollada por Sharpless.” Se han publicado varias
sintesis de HCS y HBL que, al utlizan esta reaccion para funcionalizar la cadena lateral, resultaron

mas eficientes, algunas de las cuales se describirin brevemente:

En 1994 McMorris publicé una sintesis’ de HBL en seis pasos (con la HCS como intermediario),
con un rendimiento global del 21 %. La estrategia seguia el mismo esquema que el udlizado por
Thompson, con algunas modificaciones menores: la conversién de la cetona 3 en la dienona 6 se
realiz6 en un solo paso. En presencia de bromuro de litio se genera un intermediario bromado en C-

3 que, por eliminacion de HBr, genera el doble enlace A? (Figura 2.5).

Por otro lado, la dihidroxilacién de 6 con el método de Sharpless, usando (DHQD)-4-clorobenzoato
como auxiliar quiral en la reaccion con OsO,, dio una mezcla 2:1 del isémero natural 22R,23R

frente al 22.5,235. La proporcion obtenida sin el uso de auxiliar es 1:9.

> >

(LT — > . Hes

3 6
o

a) LiBr / HPy*CI'/ DMF, reflujo b) K,050, / K Fe(CN), / KGO / CHaSO3NH, /
(DHQD)-4-clorobenzoato / t-BuOH / agua, ta.

Figura 2.5 Sintesis de 11CS y H{BI. segin McMorris (referencia 10)

Teme Centurién desarrollé, en nuestro laboratorio’’, la sintesis esquematizada en la Figura 2.6,
basada en una estrategia alternativa para la construccién del fragmento ciclico: la epoxidacion regio
y estereoselectiva de esagmasterol acetilado 9, y la posterior apertura reductiva del epdxido resultante
10, permiti6 obtener (22E)-50t-estigmast-22-en-3f,6B-diol (11). La oxidacion del hidroxilo en C-6 y
eliminacién del hidroxilo en C-3, gener6 la dienona 6, que se transformé en HCS, mediante las

reacciones ya mencionadas, con un rendimiento de 9 % desde estigmasterol.
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Figura 2.6. Sintesis de HCS segin Teme Centurién
(referencia 11)

~ ~

AcO 10 HO 1 6
OH 0
18% en seis pasos
a) KMnO, / CuSO, / #+BuOH /agua / CH,Cl,, t.a. b) LiAlH, / AICl; / THF, -78°C ¢) K,0sO4 /
K}FC(CN)G / K2CO3 / CI]3SO3NH2 /(DHQD)z-Phal / +BuOH / agua, ta

II. NUEVA ESTRATEGIA.

Recopilando informacion bibliogrifica sobre la preparacion de esteroides 3,6-disustituidos,
encontramos que, en un trabajo clisico de Joness, se describia la transformacién de 3B-hidroxi-A®
esteroides en distintos derivados 3,6-dioxigenados. Estas reacciones son bisicas en la quimica de
esteroides”’, y se fundamentan en la diferente reactividad de las posiciones 3 y 6 del nucleo esteroidal.
Decidimos obtener el compuesto 6 aplicando estas reacciones, a través de una estrategia distinta a

las empleadas hasta el momento.

Figura 2.7. Estrategia rctrosintética para la obtencién
dcl intermediario 6 a partir de estigmasterol.

Como se muestra en la Figura 2.7, esta secuencia permititia la obtencién del intermediario 6 a partir
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de estigmasterol, en sélo tres pasos de reaccion (la sintesis de McMorris, la més corta descripta,

emplea cuatro pasos).

La transformacién de 3B-hidroxi-A® esteroides en A*-3,6-dionas se ha efectuado mediante una gran
variedad de oxidantes, aunque suelen obtenerse rendimientos bajos. En los dltimos afios se encontré
que la oxidacién con clorocromato de piridonio (PCC) en CH,Cl, o DMF es el método mais eficiente,
con rendimientos aceptables.”” Recientemente se ha comenzado a dilucidar el mecanismo de esta

reaccion’’, que parece involucrar un intermediario del tipo 3-ceto-A°.

De esta manera, se traté estigmasterol disuelto en DMF con PCC, a temperatura ambiente, y se

obtuvo (22E)-estigmasta-4,22-dien-3,6-diona (12) con un rendimiento de 68 %.

[l segundo paso requerido en la secuencia sintética propuesta es la reduccion estereoselectiva del
doble enlace conjugado A* del compuesto 12. El método habitual’? para lograr esta transformacion
consiste en el tratamiento de 12 con Zn en dcido acético, pero es mas conveniente, al ser las condiciones
de reaccion mas suaves, el uso de cloruro de Ti (111), en solucién acuosa.’

El mecanismo propuesto implica la transferencia de electrones desde el catién al esteroide, para

formar un dianién que, al protonarse, genera la dicetona saturada.

\\ 2T 2T*
o o o + g
° 12 = -0 °©
intermediano mas estable
2H,0 2H,0
20H 20H

(89 %) 6 %)

Figura 2.8. Reduccién del compuesto 12 con cloruro de Ti (1)

Junto con el compuesto deseado 13, se obtiene una pequeria cantidad de (22E)-5B-estigmast-22-en-

3,6-diona (14), que puede transformarse ficilmente en 13 por epimerizacion en medio icido,
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aumentando, de esta manera, el rendimiento del producto buscado.

Por dltimo, para obtener el compuesto 6 debe reducirse selectivamente el carbonilo en C-3 de 13.
Existen antecedentes de esta transformacidn, que aprovechan el menor impedimento del carbonilo
en C-3 frente al de C-6 (Figura 2.9). Una posibilidad consiste en formar selectivamente la
tosilhidrazona, que por tratamiento en medio fuertemente bisico, descompone generando el alqueno

requerido (reaccién de Shapiro’”).

Las misma reduccién puede efectuarse tratando la dienona con cloruro de trimetilsilano y una

amalgama de zinc', la cual reduce el silil enol éter formado #n situ.

‘\\

TsNHN

Me3Si

0 a) TsNHNH,/ McOH, ta.
- - b) LiH / tolueno, reflujo.
c) Me,SiCl / Zn(Hg) / THF, ta

Figura 2.9. Reduccion selectiva del carbonilo en C-3.

Decidimos utilizar esta ulima alternativa, pues los rendimientos informados en sustratos similares
eran mas altos. De este modo, se obtuvo el intermediario 6 a pertir de estigmasterol, en tres pasos,

y con un rendimiento de 47 %.

Esta dienona se dihidroxil6 utilizando (DHQD),-Phal como auxiliar quiral. Se obtuvo, asi, la HCS
con un rendimiento de 32 %. La reaccién de Baeyer-Villiguer sobre este compuesto generé HBL,
con un rendimiento de 25 %. La identudad de los compuestos obtenidos se verificé por comparacién

de sus espectros (masas y RMN de 'H y C), con los publicados anteriormente.

La Figura 2.10 resume la ruta sintética completa.
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estigmasterol
a 1(68%) . |
o (95 % total) o
0 12 Ho 1
d 1(73 %)
a) PCC /DMF, ta.
b) TiCl; (15 % ac) / acctona / 0°C \\
c) McOI / HC], ta.
d) Mc3SiCl / Zn(ilg) / THE, ta. 6
(0]

€) K050, / K;Tie(CN)g / KoCO3 /
C11,S05NI, / (DHQD)2-Phal/
t-BuOFH / agua, ta.

£) TFAA / H,0, / CH,Cl,, ta.

e 1(69 %)
o

HQ,,
HO""
HCS

Figura 2.10. Sintesis de HCS y HBL

2.1.2. SiNnTEsIs DE 28-HOMOTEASTERONA Y 28-HOMOTIFASTEROL.

I. ANTECEDENTES.

La sintesis de estos compuestos fue publicada en 1984 por Takatsuto e lkekawa’, aunque en ese
momento se creia que solo eran anilogos no naturales de brassinosteroides. En 1993 Schmidt
identifico la HTE en semillas de ribano’’ mediante CGL-I:M. Utlizando el mismo método Abe

describid la presencia de HTY en el salvado del arroz.?

En la Figura 2.11 se muestra la ruta empleada por Takatsuto e Ikekawa para la obtencién de HTE.
En ese momento no era conocida la dihidroxilaciéon de Sharpless, y dado que la dihidroxilacién
directa con OsO, del doble enlace A*?del estigmasterol conduce mayoritariamente al diasterémero

no natural , estos autores intentaron una estrategia alternativa para evitar ese paso problematico.
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a) m-CPBA / CH,Cly, ta.
b) HBr / AcOl], ta.

c) H,O / AcOH, reflujo.
d) KOH / McOH, rcflujo.

Figura 2.11 Primera sintesis de HTE (referencia 7)

El 3B-acetato 15 (obtenido por acetilacién de 4), se epoxid6 en las condiciones habituales, y se
obtuvo una mezcla de epdxidos diasteroméricos, que se separd por cromatografia.

El ep6xido con configuracién 22R,23R se traté con HBr para dar una mezcla de bromohidrinas, Ia
que por reflujo en dcido acético acuoso, generd como unico producto el tracetato 16, que se hidrolizé
para dar HTE con un rendimiento cercano al 2 % (desde estigmasterol).

El principal inconveniente de esta sintesis radica en el paso de epoxidacion, pues se forma una

cantidad importante del epdxido 225,23, que se descarta.

La Figura 2.12 muestra la preparacion de 28-homotifasterol (HTY) a partir de 28-homoteasterona.
Se protegi6 el 22,23 diol de la HTE, se mesil6 el hidroxilo en C-3, y se traté el compuesto resultante
con cartbonato de litio en DME De esa manera, se obtuvo una mezcla del 3a-alcohol 17, del 30

formiato 18 y del alqueno 19. La hidrélisis de 18 permitié obtener mayor cantidad del compuesto 15

Finalmente, la hidrélisis del aceténido 17 dio HTY, con un rendimiento inferior al 0,5 %.
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lb

a) acctona / p-T'sOH / ta. \\
b) MsCl / Py /ta.

¢) LiCO; / DMF / reflujo.

d )KOH / M¢OH / reflujo.

€) AcOH / H,0 / ta.

l

s F\ > S
HCOO™ 19

& HTY

Figura 2.12. Pramera sintesis de HTY (referencia 7)

I1. NUEvVA ESTRATEGIA PARA LA SINTESIS DE 28-HOMOTEASTERONA.

Cuando en este trabajo se planted la obtencion de HTLE, result6 evidente que la utilizacion de la
dihidroxilacién catalitica asimétrica para funcionalizar la cadena lateral permitiria mejorar los

rendimientos descriptos de manera notable.

Iin primer lugar, se preparé el 3B-hidroxi esteroide 4 por reduccién selectiva del carbonilo en C-3

de l1a dicetona 13. El tratamiento de 13 con borohidruro de sodio permitié obtener el compuesto 4

50



28-HOMOBRASSINOSTEROIDES NATURALES

con un 72 % de rendimiento, que pudo elevarse a un 93 % empleando hidruro de tri-£~butoxialuminio
y litio, un reductor mas voluminoso.

La dihidroxilacién de 4, utilizando (DHQD), Phal como auxiliar quiral, dio HTE en un solo paso.
Aunque, como se vié anteriormente, la diasteroselectividad de la hidroxilacién del alqueno A% en
dertivados de estigmastanos, y debido a la presencia del sustituyente en C-24, puede no ser muy alta,
la menor cantidad de pasos involucrados en la sintesis permitié que el rendimiento global fuera de

un 26 % a partir de estigmasterol (frente al 2 % de la sintesis original).

o 13
a 1(93 %)
> b
45 %)
HO'
o 4 HO

o HTE

a) LIAIH(t-BuO); / THF / MeOH, 0°C b) K,0s0, / K Fe(CN); / K,CO3 /
CH;SO;NH, /(DIHQD),-Phal / +BuOH / agua, ta

Figura 2.13. Sintesis de HTE
IT1. NUEVA ESTRATEGIA PARA LA SINTESIS DE 28-HOMOTIFASTEROL,
La sintesis de HTY deberia ser similar a la de HTE, previa inversion de la configuracién del hidroxilo
en C-3 del compuesto 4. Esta inversion puede lograrse a través de una sustitucion nucleofilica. Las

técnicas mas utilizadas son:

-La transfomacién del alcohol en un sulfonato y desplazamiento mediante un nucleéfilo adecuado
(hidroxilo, o un carboxilato).?’

-La reaccién de Mitsunobu?, que permite obtener un carboxilato de configuracién invertida a

partir del alcohol.
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La primera alternativa fue la elegida por Takatsuto e lkekawa en la sintesis original de HTY, pero
como se vio anteriormente, las condiciones empleadas promovieron la formacion de productos de
eliminacién, bajando apreciablemente el rendimiento. Sin embargo, en un trabajo mis reciente sobre
la sintesis de 6-deoxobrassinosteroides”, la inversién se logré con buenos resultados utlizando

superdxido de potasio como nucledfilo.” (Figura 2.14).

KO, / 18-crown-6
DMF / DMSO

Ms HO 2%

Figura 2.14. Inversion de la configuracion del C-3 segun la referencia 23.

Pero cuando se intent la reaccidn con el sustrato 20 (preparado a partir de 4), se obtuvo un producto
mayoritario (85 %), que luego se un anilisis espectroscépico, resulté ser el iso-esteroide 3. Este
resultado parece indicar que el carbonilo en C-6 debe estar implicado en la ciclacion, favoreciéndola.
Una busqueda en la literatura condujo a referencias que mencionaban que el tratamiento de un 3f-
tosiloxi-6-oxo-50-esteroide en condiciones fuertemente basicas generaba el correspondiente 3a.,5-
clclo-6-oxo derivado.”” Habia antecedentes, ademas, de que dichas condiciones no debian ser
necesariamente tan enérgicas.”

Si bien se requieren mds evidencias para confirmarlo, suponemos que, en medio basico, puede
formarse un anién en C-5, que competria favorablemente frente a otros nucledfilos presentes en el

medio de reaccion (Figura 2.15).

KO, / 18-crown-6
DMTF / DMSO

3
(0} o

Figura 2.15. Mecanismo propucsto para explicar que la presencia del carbonilo en C-6 promueve,
¢n medio bisico, la formacién del /so-esteroide 3.
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Con estos antecedentes, se debié descartar el uso de nucledfilos que ademis fueran bases fuertes

para efectuar la inversion requerida.

La segunda alternativa para lograr la inversién de la configuracion del hidroxilo en C-3, es la reaccién
de Mitsunobu, también ampliamente utilizada en la sintesis de esteroides?, y con antecedentes de

su aplicacién en la obtencién de otros brassinosteroides.”

Il tratamiento del 3B-hidroxi esteroide 4 con azadicarboxilato de diisopropilo (DIAD), trifenilfosfina
y acido férmico en benceno permitié obtener, en condiciones muy suaves, el 30t-formiato 21 con un
rendimiento de 83%. La hidrélisis de 21 con K,CO, en metanol dio el correspondiente 30t-hidroxi
esteroide 22, el cual se dihidroxilé en la cadena lateral como ya se describid. Se obtuvo, asi, HTY

con un rendimiento global de 17 % desde estigmasterol.

a b
HO w HCoo"" W
O 4 o2 .
HO"
© 2
a) DIAD / PhyP /HCOOH /benceno, ta. c | @2

b) K,CO, / MeOH, ta.
¢) K050, / K Fe(CN)g / K,CO3 / CH3SO,NH, /
(DIQD),-Phal / t-BuOH / agua, ta.

#,,

Figura 2.16 Sintesis de HTY HO""

HTY

2.2. AcTivipap BioLogica

La acdvidad bioldgica de los 28-homobrassinosteroides naturales sintetizados (ver Figura 2.1.) fue
evaluada mediante algunos de los bioensayos que se mencionaron en el Capitulo 1. Si bien los
compuestos habian sido previamente descriptos, s6lo se habfan publicado las bioactividades de
HBL y HCS.# La evaluacion de la bioactividad de estos compuestos es importartante, ya que serian
usados, en esta Tesis, para compararlas con las de los andlogos sintéticos que se obtendrian
posteriormente. Ademais, sus actividades relativas pueden dar informacién sobre la biosintesis de
los 28-homobrassinosteroides. A continuacion se describirin los resultados obtenidos. la descripcion

de los métodos puede verse en la Seccion 8.3.1.

53



CAPITULO 2

2.2.1. ENSAYO DE INCLINACION DE LA LAMINA DE ARROZ (ILA)

Este ensayo, ampliamente utilizado para evaluar la actividad de BRs naturales y sintéticos, se llevé a
cabo en nuestro laboratorio, mediante un protocolo optimizado previamente. En la Tabla 2.1 se
muestra el ingulo promedio inducido por cada compuesto (junto con el error estandar), a tres dosis
diferentes. Cada valor es el promedio de 20 — 25 réplicas, siendo el correspondiente al control de 11°
+2°

Compuesto
Dosis (ng / plantula) HBIL. HCS HTY HTE
5 3543 30%2 24%4 10+2
50 904 84%5 728 256
500 101 £4 974 778 60x6

Tabla 2.1 Resultados del ensayo ILA con los 28-homobrassinosteroides sintetizados.

120+
-e-|IB].
—— HCS
o 80 v HTY
a -0 HTE
(=]
-
404
0 T T 1
1 10 100 1000

dosis (ng / plintula)

Figura 2.16. Ensayo ILA para los BRs naturales sintetizados.

Como se ve en la Tabla 2.1, excepto para la 28-homoteasterona a la concentracion mas baja, todos
los demis valores son significativamente mayores que el control. Fnla Figura 2.16 puede comprobarse
una clara relacién dosis-respuesta para cada compuesto. La actividad relativa sigue, ademas, el mismo

orden observado para los BRs de C,, (Figura 1.4 del capitulo anterior) lo que sugiere una posible

28

relacion biosintética entre ellos.

2.2.2. ENSAYO DE ELONGACION DEL EPICOTILO DE SOJA.
Este ensayo se llevé a cabo en el laboratorio del Dr. Steve Clouse, del Departamento de Horticultura
de la North Carolina State University. Consiste en medir la longitud (en mm) de epicotilos de soja

luego de incubarlos en una solucion conteniendo el BR a estudiar. La Figura 2.17 muestra la longitud
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promedio de 10 epicotilos, en funcién del logaritmo de la inversa de la concentracién molar del

compuesto estudiado.

351
—e— HBL

—— HCS
—w—HTY
—O-HTE

w
<
N

longitud (mm)
~N
wv

204 A
H

15 T T T T T 1

-log (C)

Figura 2.17. Ensayo de elongacion del epicotilo de soja.

En este caso, también, se comprucba una relacién dosis-respuesta, y el mismo orden relativo de
actividades. Es interesante mencionar que, a diferencia del ensayo ILA, donde los compuestos se
aplican por inyeccidn, en este caso los distintos BRs deben ser incorporados desde el medio; la

concentracion efectiva de cada uno en los tejidos es, por lo tanto, una variable no controlada.

2.2.3. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LAS RAICES E HIPOCOTILOS DE ARABIDOPSIS THALIANA.
"T'al como se menciond en el capitulo anterior, la aplicacion de BRs sobre tejidos vegetales provoca
notables alteraciones en la estructura de los mismos. En esta seccion se describird el efecto de los
compuestos sintetizados sobre el crecimiento de la planta modelo Arabidopsis thaliana (cultivar
Columbia), a nivel cuali y cuantitativo. Estas pruebas, al igual que las que se describiran en el punto
2.2.4, fueron desarrolladas en el laboratorio del Dr. S. Clouse.

Es sabido que los brassinosteroides suelen tener un marcado efecto sobre el crecimiento de las
raices ,un fenémeno que se supone estd mediado por el etileno. Para comprobar si los compuestos
sintetizados podian generar dicha respuesta, se hicieron crecer plintulas de Arabidgpsis en cajas de
Petri, en un medio nutritivo conteniendo una concentracion conocida del brassinosteroide a evaluar.
Las placas se incubaron durante 11 dias con un fotoperiodo que simula condiciones naturales de
iluminacién (16 horas de luz / 8 horas de oscuridad). Se promedio 12 longitud (en mm) de las raices
de 20 réplicas y se tabularon los resultados en la Tabla 2.3 (junto con el error estindar). La longitud

promedio de las raices para las plantulas sin tratar fue de 11,5 £ 1,5 mm.

Compuesto
Concentracion HBL HCS HTY HTE
10¢ M 331208 23106 7,0%£0,6 10,31+0,8

Tabla 2.2. Efecto de los 28-homobrassinosteroides sintetizados sobre las raices de . A. Thaliana
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Puede verse que, salvo para HTE, el efecto es inhibitorio, y que los compuestos mas activos en los
bioensayos mencionados en las secciones anteriores (HBL, HCS) también resultan tener el efecto
mas marcado.

Este comportamiento habia sido descripto anteriormente en otras especies vegetales, y no se tiene
todavia una explicacion adecuada para el mismo.

Por otro lado, se evalué el efecto sobre el crecimiento de los hipocotilos de las plantulas. El
experimento se repitio en las condiciones comentadas anteriormente, con un medio de cultivo
conteniendo a los distintos BRs en la concentracion mas alta (10°M). Los resultados se muestran en

la Figura 2.18.

" HIPOCOTILOS (luz)

CONTROL T Y Tes TIBI.

— R e i oy |
S

}

\

-
I

(88
L

longitud (mm)

1

CONTROI i ey Hes il

Figura 2.18. Efecto de los compuestos sintetizados sobre A. thaliana en la luz.

Pueden verse las distintas alteraciones provocadas por los compuestos aplicados:
- Mientras que HTE y HTY no alteran significativamente la longitud de los hipocotilos, HCS
y HBL promueven notablemente su crecimiento. Ademas del efecto de elongacion, es claro un

aumento en el grosor de los mismos.

. Hay un marcado efecto inhibitorio sobre el desarrollo de las raices. También es posible ver

la aparicion de raices secundarias.

Se observa un desarrollo aberrante de las hojas, las cuales presentan un color verde mas
claro que el de las plantulas no tratadas. Cualitativamente, estas alteraciones en el desarrollo varian

segiin el compuesto siguiendo un orden similar al observado para los bioensayos descriptos
previamente.

En el capitulo anterior se mencionaron algunos de los dltimos hallazgos, que indican que la accién
de los BRs interactia con los efectos provocados por la luz. Por este motivo se decidio repetir la

altima experiencia con plantulas etioladas, es decir, que germinaron y crecieron en oscuridad. Los
resultados se muestran en la Figura 2.19.

56

b..‘.00.00..CQOQQ...Q0.0.QQ...OQ.QC...CQ.....Q..CG




000000000000 OOCCOCCCOCCOCCCCCOCOCCCCOCOCCCOCOSOSOCSSSOYS

28-HOMOBRASSINOSTEROIDES NATURALES

= HIPOCOTILOS (oscuridad)

127 Hes HIBL

0 g
£ _ = |2
5] w
2 64
&0
=
-~ 3

0 i

CONTROL — HTE HTY HCS FIBIL

Figura 2.19. Efecto de los compuestos sintetizados sobre A. thaliana en la oscuridad.

Comparando con las plantulas que crecieron en la luz, son dos las diferencias principales observadas:
por un lado, las plantulas control etioladas poseen un hipocotilo mas largo y delgado, las hojas no se
encuentran desarrolladas y estin protegidas por un cotiled6n no expandido; el color de las plantulas

etioladas demuestra, ademais, la ausencia de clorofilas.

Por otro lado, en las plantulas etioladas tratadas con BRs no se observa elongacion de los hipocotilos,
comparados con el control, lo que podria indicar que este tipo de respuesta estd saturada en las
condiciones del ensayo (es decir, que las plantulas etioladas presentan una velocidad maxima de
crecimiento, no alterada por el agregado exégeno de BRs), o, alternativamente, que los tejidos etiolados

no son sensibles a los BRs.

2.2.4. EFECTO SOBRE MUTANTES BIOSINTETICAS DE ARABIDOPSIS THALIANA.

El descubrimiento de mutantes deficientes en la biosintesis de BRs ha proporcionado una herramienta
fundamental para el estudio del mecanismo de accién de estas hormonas.

Hasta el momento se conocen unas 10 variedades mutantes de A. #haliana que, al ser defectuosas en
algun paso de la biosintesis de brassinosteroides, poseen concentraciones endogenas reducidas de
los mismos. Todas estas mutantes presentan caracteristicas comunes: enanismo, hojas mas pequefias
de lo normal y fertilidad reducida o esterilidad. Como se vio en el punto anterior, las plantulas
normales desarrollan hipocotilos mas largos cuando crecen en la oscuridad; en las mutantes los
hipocotilos son cortos incluso en estas condiciones.

Si se hacen crecer a estas mutantes en presencia de brassinélido, las plantulas revierten muchas de
estas caracteristicas fenotipicas a la normalidad. Esta reversion se hace posible también si las plantulas
crecen en presencia de algun precursor del brassinélido siempre que el compuesto se ubique en la
ruta biosintética después del paso afectado por la mutacién. Este es un experimento que también
permite demostrar si un compuesto en particular puede ser convertido zz vive en un brassinosteroide
activo.

En este caso en particular, se evalu6 la capacidad de los 28-homobrassinosteroides sintetizados para

revertir el fenotipo de mutantes de/2 de Arabidgpsis. Estas mutantes son defectuosas en la reductasa
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DET2, que convierte (24R)-ergost-4-en-3-ona en campestanol en las primeras etapas de la biosintesis

(ver Figura 1.5).

La Figura 2.20 muestra los resultados obtenidos para plantulas que crecieron en fotoperiodo.
CONTROL corresponde a plantulas de#2 que no fueron tratadas con BRs, mientras que COL
corresponde a plantulas de la variedad salvaje Columbia usadas como referencia. La aplicacion
exogena de BRs produce la reversion de algunas de las caracteristicas fenotipicas de la mutante al
tipo salvaje (COL).

HIPOCOTILOS (luz)
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CONTROI. HTE 1 Hes 1Rl Ol CONTROL coL

Figura 2.20. Efecto de los compuestos sintetizados sobre la mutante dez2 de A. thaliana en la luz.

Como puede observarse, el fenotipo de las mutantes dez2 presenta hojas mas pequefias, y un hipocotilo
y raices mas cortos que la variedad normal.

El agregado de HBL y HCS provoca los mismos efectos que los descriptos anteriormente (ver
Figura 2.17): se inhibe el crecimiento de las raices, hay elongacién de los hipocotilos (que también se
vuelven mas gruesos) y un desarrollo mayor de las hojas. Por otro lado, el agregado de HTY y HTE
no provoca una elongacion sustancial de los hipocotilos, pero puede notarse un cierto aumento en
el tamafio de las hojas. Puede decirse, entonces, que las plantulas 4e2 tratadas con BRs se asemejan

a las plantulas normales tratadas con los mismos compuestos.
En la Figura 2.21 se muestran los resultados para plantulas mutantes etioladas. Como puede verse,
las mutantes de/2 poseen un hipocotilo muy corto y grueso en comparacion con las plantulas normales.

HIPOCOTILOS (oscuridad)
195 CONTROI HTE LR Hes e, ool

longitud (mm)

i

CONTROM. (RERE Iy HES HEL

Figura 2.21. Efecto de los compuestos sintetizados sobre la mutante des2 de A. thaliana en la oscuridad.
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En este caso, las plantulas tratadas con HTE conservan los defectos morfoldgicos de la mutante,
pero, en el caso de las tratadas con los demis compuestos, hay una reversion hacia el fenotipo

normal

2.3. CONCLUSIONES

En vista de los dltimos avances que permitieron elucidar, al menos parcialmente, la biosintesis del
brassindlido, en este capitulo se intenté ampliar el estudio a la familia de los 28-homobrassinosteroides.
Para ello se sintetizaron el 28-homobrassindlido y tres de sus posibles precursores biosintétcos,
segun la ruta de oxidacion temprana del C-6. Estos compuestos habian sido descriptos anteriormente,
pero no se habian estudiado en este contexto.

En el caso de HBL y HCS, se desarrollaron sintesis que resultaron tener una eficiencia levemente
superior a las previamente publicadas; las mejoras fueron sustanciales en el caso de las sintesis de

HTY y HTE.

Los datos preliminares, basados en los resultados de los bioensayos efectuados, indicatian que la
biosintesis del 28-homobrassindlido seguiria los mismos pasos que los establecidos para el brassinélido,

es decir, que un posible esquema biosintético serfa:
HTE — HTY — HCS — HBL

Esta hip6tesis puede deducirse del orden relativo de actividad de los compuestos en los distintos
bioensayos: HTE < HTY < HCS < HBL. Entonces, si la respuesta fisioldgica es disparada por el
producto final de esta ruta (HBL), la actividad observada depende de la concentracion de dicho
producto final en el tejido, que, a su vez, se relaciona con la cinética de transformacion del precursor
aplicado. Cuanto mas lejos del HBL se encuentra un precursor en el camino biosintético, menor

sera la cantidad de HBL formado durante el periodo del ensayo y menor la respuesta.

Como se discutié en el capitulo anterior, los 28-homobrassinosteroides (de C,)) son minoritarios
frente a los brassinosteroides de C,,, a pesar de que los fitoesteroles a partir de los cuales se originan
son igualmente abundantes en los tejidos vegetales. Recientemente se encontraron indicios de que
la abundancia relatdva entre las dos familias de BRs estaria controlada en las primeras etapas de la
biosintesis.*

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio con las mutantes def2 (deficientes en
brassinosteroides endégenos), demuestran que las enzimas encargadas de las dltimas etapas de la
biosintesis, al menos en el camino de oxidacién temprana del C-6, son capaces de utilizar también

a los homélogos de C,, como sustratos.
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Hasta el momento no esta claro si los 28-homobrassinosteroides tenen funciones fisiologicas propias,

o son solamente metabolitos formados de manera marginal.
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ANALOGOS FLUORADOS EN C-3

Los compuestos organofluorados han generado una considerable atraccién en el campo de la quimica
medicinal, la agroquimica y la ciencia de materiales.’ Especificamente, los anilogos fluorados de
productos naturales han resultado ser herramientas ttiles para estudios fisiologicos y farmacolégicos,
pues la introduccion de un dtomo de flior en una molécula a menudo provoca cambios significativos
en sus propiedades fisicas y biologicas.?

En particular, desde el trabajo pionero de Fried y Sabo’, la quimica de la fluoracién de esteroides se
ha desarrollado ampliamente: pueden citarse como ejemplos importantes, los andlogos fluorados

de corticosteroides, vitamina D y estrégenos.’

En los dltimos veinte afios se han preparado una gran cantidad de andlogos de brassinosteroides,
con numerosas modificaciones. Sin embargo, son pocos los casos publicados de compuestos
fluorados. Hay varias causas que justifican en general la sintesis de organofluorados, y en el caso

particular de los BRs puede mencionarse:

Los brassinosteroides son esteroides polihidroxilados, y se sabe que, debido a su alta
clectronegatividad, el flior puede mimetizar al oxigeno. La longitud de enlace C-F es de
1,39 A en comparacién con los 1,43 Adela longitud C-O. El efecto sobre la distribucién
electrénica de los atomos vecinos es similar en ambos casos, y el reemplazo no altera
sustancialmente el momento dipolar de la molécula. Ademas, y aunque es un tema
controvertido’, suele admitirse que el flior puede actuar como aceptor de enlaces de
hidrégeno. Se tiene aqui un punto importante en el contexto de este trabajo, pues se supone
que los brassinosteroides se unirfan a los receptores celulares a través de este tipo de
interaccion.®

La biosintesis y metabolizacién de los BRs implican una serie de hidroxilaciones. La fluoracién
de una posicion particular puede bloquear una oxidacion, ya que la energia del enlace C-F
(485 k] / mol en promedio), es muy alta comparada con una unién tipica C-H (413 kJ /
mol), inhibiéndose de este modo la accién enzimitica.

El radio de van der Waals del fliior es 1,35 A frente 2 1,10 A del hidrégeno. Por lo tanto, el
reemplazo no suele alterar la gcometria molecular: un sustrato activo y su analogo fluorado
son muy similares desde un punto de vista estérico. Sin embargo, la presencia de un atomo

de flior puede influir sobre las propiedades de grupos funcionales vecinos.

3.1. SINTESIS

3.1.1. BRASSINOSTEROIDES FLUORADOS: ANTECEDENTES.

El primer ejemplo data de 1993, cuando Jin aplicé la condensacién aldélica de 2,2-difluoro enol silil

éteres para la construccién de la cadena lateral de un anilogo de tifasterol.” La Figura 3.1 resume la
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secuencia sintética utlizada.

CHO
CFp

OSiPhy
TiCl,

Figura 3.1 Sintesis de un andlogo fluorado de tifasterol
(Referencia 7)

HO™ :
A

o

(22R)-23,23-difluoro-3a,22-dihidroxi-
24,24-dimcul-50-colan-6-ona

Otro andlogo fluorado del tifasterol fue preparado por Zhou® a partir de un aldehido esteroidal
(obtenido también a partir de acido hideoxicélico). El aldehido se transformé en una clorooxima,
que reacciond con trifluoropropeno (en una cicloadicién 1,3-dipolar), para dar una trifluorometil

isooxazolina (Figura 3.2).

La isooxazolina se transformé en varios pasos en una trifluorometil cetona insaturada que se redujo
estereoselectivamente para dar el alcohol alilico con configuraciéon 225. Al ser tratado con
ortopropionato de trietilo, el alcohol sufrié una transposicién de Johnson-Claisen para generar el
éster correspondiente con un doble enlace A% con configuracion E.

IFinalmente, la reduccion del éster en C-26, la construccion de los anillos A y B y la dihidroxilacién
asimétrica del doble enlace de la cadena lateral, permitié obtener (22R,23R,24.5)-3¢,22,23-trihidroxi-
24-(trifluorometil)-50t-colestan-6-ona, un andlogo fluorado de tifasterol. Iin este caso tampoco se

informé la bioactividad del compuesto obtenido.
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Momo™

Figura 3.2 Sintcsis dc un trifluorometil derivado de tifasterol
(Referencia. 8)

HO" A
A

(o]

(22R,23R,24.5)-30,22,23-trihid roxi-
24-(tdfluorometl)-50t-colestan-6-ona

Finalmente, Back’ obtuvo los andlogos de castasterona y brassinélido fluorados en C-25, mediante
una secuencia que se muestra en la Figura 3.3. Esta modificacion es interesante, puesto que, como
se recordara del Capitulo 1, la metabolizacién de los BRs puede comenzar con la hidroxilacién de
esa posicion.

Partiendo de un epoxido preparado a partr de estigmasterol (Figura 1.11), y por tratamiento con un
reactivo de Grignard apropiado, se construyé la cadena lateral del esteroide con un doble enlace
A%Z, La adicién de HF introdujo el flior en C-25, dando asi 25-fluorocastasterona, que se transformé

en 25-fluorobrassindlido mediante el procedimiento habitual.

Sibien ambos compuestos resultaron ser inactivos en el ensayo de inclinacién de la ldimina de arroz,
la interpretacion sobre la influencia de la fluoracién ain no es clara, debido a la falta de acuerdo
entre diferentes autores sobre la bioactividad del 25-hidroxibrassindlido en el mismo bioensayo. Por
un lado, Voigt’® reportd que este compuesto es tan activo como el brassindlido, mientras que Seto’’
y Back’ describen una bioactividad mucho menor. De todas maneras, la introduccion de un dtomo

de fluor en lugar de un hidroxilo en C-25 parece reducir la bioactividad del analogo resultante.
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MgBr

(HE), Py
— HO,,

HO""

(o}

25-fluorocastasterona

Figura 3.3. Sintesis de 25-fluorobrassinosteroides
(Referencia 9).

Siguiendo una idea similar, en este trabajo se plante6 la obtencién de anélogos fluorados que pudieran
utilizarse en estudios sobre la biosintesis de 28-homobrassinosteroides.

Iin este capitulo se describira la sintesis de dos analogos donde se introdujo un fldor en lugar del
hidroxilo en C-3, y se discutira el efecto sobre la bioactvidad comparada con los compuestos naturales

correspondientes.

3.1.2. SinTESsIS DE (22R,23R)-30-FLUORO-22,23-DIHIDROXIESTIGMASTAN-6-ONA (23).

Este compuesto es el analogo de 28-homotifasterol (HTY), cuya sintesis se describio en la seccion

2.1.2 del capitulo anterior.

(22R,23R)-3a-Fluoro-22,23-
dihidroxiestigmastan-6-ona
(23)
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Dado que el flior es el elemento mis electronegativo, es natural que las reacciones de fluoracién
mas ampliamente utilizadas se basen en sustituciones donde el flior actiia como nucleéfilo. Si las
condiciones son tales que la sustitucion sigue un mecanismo bimoleculat, es posible, ademais, controlar

el transcurso estereoquimico de la reaccion.

Una estrategia sencilla para la obtencién de 23 se muestra en la Figura 3.4, donde X es un grupo

nucleéfugo.

Figura 3.4 Retrosintesis propuesta para el compuesto 23.

Los grupos salientes mas utilizados en estas sustituciones son el bromo o un sulfonato; se eligi6 esta
altima opcién dado que durante la sintesis de HTE se habia preparado un precursor adecuado.
Segun la cita original ?, la reaccién consiste simplemente en el tratamiento del 3B-sulfonato con
fluoruro de potasio, en un solvente polar aprético (acetona o acetonitrilo), a reflujo, aunque los
rendimientos informados son modestos.

En una modificacién posterior de la misma reaccién’’, se propuso el agregado de 18-crown-6 para
que, al formarse el complejo con el catién potasio, aumentara la solubilidad de la sal y la nucleofilicidad
del fluoruro.

Otra alternativa’ consiste en emplear un fluoruro de tetraalquilamonio, también en un solvente
aprotico. El contraién no puede en este caso coordinarse eficientemente con el fluoruro, se impide
la formacidn de pares i6nicos y se aumenta asi la nucleofilicidad.

Es importante mencionar que en todos los casos es necesario trabajar en condiciones anhidras
rigurosas: el fluoruro posee una gran tendencia a formar enlaces hidrégeno con los solventes préticos,

lo cual disminuye notablemente su caricter nucleofilico.”

De esta forma, el compuesto 20 se trat6é con fluoruro de potasio y 18-crown-6 en acetonitrilo a
reflujo durante 3 horas. Se obtuvo un compuesto mayoritario con un rendimiento del 87%, pero
luego de un andlisis espectroscépico del mismo, pudo determinarse que no se trataba del producto

fluorado deseado, siné del 30, 50-ciclo-6-ceto esteroide 3.
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KF / 18-crown-6

——

acetonitnlo
MsQO

Figura 3.5

Inesperadamente, la basicidad del fluoruro en este medio es suficiente como para promover la
reaccion de ciclacién frente a la de susdtucion, en una situacién similar a la comentada en el capitulo
anterior. En un intento paralelo, el compuesto 20 se traté con fluoruro de tetrabutilamonio en

tetrahidrofurano, pero en este caso también se obtuvo el compuesto 3 como producto mayoritario.

Existen antecedentes que muestran la capacidad del fluoruro para actuar como base y catalizar la
formacién de enolatos de cetonas.”” Como se discutié en el Capitulo 2, éste parece ser el mecanismo
implicado en la reaccién de ciclacién. Para comprobar esta hipdtesis, se intenté la misma reaccion

pero sobre un sustrato con el carbonilo protegido (Figura 3.6).

/
/

b
95% o
s 9 s’ S
\J -
24 25
|

a) I ISCI’12Cllzsl{ / BF} [‘:tzo / Cl 12(:]2, ta.
b) MsCl / Py, ta.

c) KFF / 18-crown-6 /acetonitrilo, reflujo.
d) Mel / McOH / H,0, reflujo.

Figura 3.6. Sustitucién del hidroxilo en C-3 por
fldor con inversién de la configuracion.
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El carbonilo puede transformarse en un acetal (o tioacetal), pero esta reaccién no puede efectuarse
directamente sobre el compuesto 20 debido a la labilidad del mesilato en C-3 frente a las condiciones

de las protecciones.

Asi, el 3B-hidroxi-6-ceto esteroide 4 se traté con 1,2-etanoditiol en cloruro de metileno a temperatura
ambiente, durante 18 h, con eterato de trifluoruro de boro como catalizador.”” En la reaccion, casi
cuantitativa, se formé el tioacetal 24. Este grupo protector se eligié por la facilidad con que puede
introducirse, y la estabilidad que presenta ante distintas condiciones de reaccion. El hidroxilo en C-
3 se transformoé en el correspondiente mesilato, en las condiciones habituales, y el compuesto
resultante 25 se tratd con fluoruro de potasio y 18-crown-6.

En este caso pudo obtenerse un compuesto mayoritario que, como se demostré mediante un analisis
espectroscopico, resulté ser el compuesto fluorado deseado 26.

La presencia del atomo de flior en el compuesto 26 pudo determinarse, indirectamente, a partir de

los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y "*C.

En primer lugar, en el espectro de RMN-"C (Figura 3.7), puede observatse claramente un doblete
centrado en 89,6 ppm con una constante de acoplamiento de 166,9 Hz. Tanto el desplazamiento
quimico observado, como el valor de ’ J- son indicativos de la presencia de un dtomo de flior en

la molécula. El espectro DEPT-135 demuestra, ademas, que el carbono al que esté unido el flior es

secundario.
= « =) o
o . K
s & |2 2
| 1 |
c-22 C-23 Cc-3 C-6
| 166,9 Hz
’!l
| l I ’ ‘| \
e e e
140 120 100 80 60 40 20 0
(ppm)

Figura 3.7. Espectro de RMN-"C (125 MHz, CDCI,) del compuesto 26.

71




CAPITULO 3

En el espectro de RMN-'H (Figura 3.8), puede verse un doble multiplete centrado en 4,92 ppm. La

mayor de las constantes de acoplamiento tiene un valor de 48,7 Hz., lo que indica que el hidrégeno

observado es geminal al flior. Ademas, las otras constantes de acoplamiento son pequefias y no

alcanzan a resolverse: en un esteroide donde los anillos A y B presentan una unién #ans, la multiplicidad

observada s6lo puede explicarse si se admite que el hidrégeno geminal al flior se encuentra en

posicién ecuatorial, B con respecto al plano del esteroide. Puede concluirse, entonces, que la sustitucién

del sulfonato de 25 por fluoruro ocurrié con inversioén de la configuracién del C-3.
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Figura 3.8. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCI,) del compuesto 26.

Finalmente, el espectro de RMN-"F del compuesto 26 (Figura 3.9) muestra un tnico multiplete

centrado en — 181,0 ppm (relativo a CCLF). La multiplicidad de esta seal se origina en los

acoplamientos F-H, y se discutird mds adelante.

Figura 3.9. Espectro de RMN-"F (470 MHz,
CDCI,) del compuesto 26.
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Por otro lado, el resultado sintético confirmaria que el carbonilo en C-6 estd implicado en la formacién

del zso0-esteroide 3, segin el mecanismo propuesto en el capitulo anterior.

El paso siguiente, mostrado en la Figura 3.6, consistié en la desproteccion del carbonilo en C-6. Se
evaluaron varias posibilidades. Finalmente se encontr6 que el tratamiento del ditiano 26 con yoduro
de metilo en metanol himedo a reflujo’® permitia la transformacién requerida con alto rendimiento
y en condiciones suaves. De esta manera, se obtuvo el intermediatio 27 con un rendimiento del 30

% a partir de estigmasterol.

Simultineamente al desarrollo de esta secuencia, se buscaron alternativas que permitieran la
introduccién del atomo de flior en condiciones neutras o acidas, para evitar la proteccion del carbonilo
en C-6. Fue entonces que se evalud la posibilidad de utilizar trifluoruro de dietilamino azufre (DAST)
como reactivo fluorante.” Este reactivo es ampliamente utilizado para la sintesis de hidratos de
carbono y nucledsidos fluorados, y también habia sido empleado en la sintesis de fluoroesteroides.”?’
Este reactivo permite obtener un fluoruro de alquilo a partir de un alcohol. En general, la reaccién
ocurre por un mecanismo del tipo S, 2y, por lo tanto, se observa inversién de la configuracién del
carbono oxigenado, pero la estereoquimica de la reaccién puede verse modificada por la estructura

particular del sustrato.”?

Es importante notar que este reactivo también es capaz de reaccionar con compuestos carbonilicos”,
para dar los correspondientes gem-difluoro compuestos, pero este tipo de transformacion requiere
condiciones mas enérgicas de reaccién. Es de esperar que si se trabaja a bajas temperaturas, el
DAST reaccionara selectivamente con el alcohol en C-3 frente al carbonilo en C-6. Se tratd, entonces,
el 3B-hidroxi-6-ceto esteroide 4 con DAST, en cloruro de metileno a —78°C, obteniéndose el
compuesto 27, en un solo paso, con un rendimiento total del 47 % a partir de estigmasterol (Figura
3.10.a).

DAST
CH,Cl, / -78°C.

P~

(o]

27

Figura 3.10.a. Reaccién del compuesto 4 con DAST.
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La Figura 3.10.b muestra el mecanismo de la reaccion de fluoracion.

CHs CHj
o F oo W
HO e [_o
EtNS”
+ o F LF' O

EtoNSF3

‘\» Et;NSF,0

CHs
==
F o

Figura 3.10.b. Mecanismo de la sustitucion con DAST

Finalmente, la dihidroxilacion catalitica asimétrica del doble enlace de la cadena lateral permitié
obtener el andlogo 23 con un rendimiento de 18 % a partir de estigmasterol. La estructura del
compuesto fue completamente caracterizada por medio de espectrometria de masas de alta resolucion
(FAB), y espectroscopia de RMN ('H, "*C, F, DEPT-135, COSY-45 y HETCOR). La Figura 3.11

muestra el espectro de RMN-'H del analogo obtenido.

H-19 H-18
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Figura 3.11. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCI,) del compuesto 23.

En este punto cabe aclarar una cuestién sobre la asignacion de la configuracion de los carbonos 22

y 23, centros quirales que se forman en el paso de dihidroxilacién: como se vio en los capitulos
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anteriores, la dihidroxilacién catalitica asimétrica del doble enlace A* del esqueleto de estigmastano,
produce una mezcla de los dioles diasteroméricos, con configuracion 225,235 y 22R,23R. La
configuracion absoluta de estos centros quirales puede determinarse en base al espectro de RMN de
'H, por comparacién con compuestos conocidos. Se ha establecido? que si el espectro se obtiene
en cloroformo, o mezclas cloroformo-metanol, las sefiales correspondientes a los hidrégenos 22 y
23 son caracteristicas, tanto en el desplazamiento quimico como en la multiplicidad observada, y
esto es independiente de las funcionalidades presentes en el fragmento ciclico del esteroide. En la
Figura 3.12. puede verse que si la configuracion es 22R,23R, los hidrogenos 22 y 23 aparecen acoplados
entre si, con una constante de acoplamiento cercana a los 8,5 Hz. En cambio, si la configuracién es
225,235, los desplazamientos de esos hidrégenos son muy cercanos y ambas sefales se presentan
superpuestas. Esta diferencia se debe a que la cadena lateral de estos esteroides no presenta libre

rotacion, existiendo conformaciones preferenciales, distintas para cada diasterémero.”

2 b) H-22 + H-23
; H-23 H-22
8.6 Hx
et
n N & ¥
N N
JAVA JAVAY J \\___
TTTa7s 7 sz ass | aso | ass || 7 azro 3.60 T ese
(ppm) - - ) epm)

Figura 3.12. a) Sefales de H-22 y H-23 para un diol de configuracién 22R,23R en una cadena
lateral de estigmastano. b) Idem para una configuracion 22.5,235.

Los diasteromeros 225,235 obtenidos como productos secundarios durante las sintesis de todos los
analogos obtenidos fueron aislados y caracterizados, aunque dada su baja bioactividad, no son

descriptos en esta Tesis.

Como se mencioné anteriormante, la configuracion en C-3 se asigné indirectamente, en base al
patrén de acoplamiento del hidrégeno geminal al flaor (H-3) con los hidrégenos vecinos. En el
caso de compuestos organofluorados, es posible, ademas, utilizar las constantes de acoplamiento
del propio flior para obtener informacion estereoquimica, pues se conocen relaciones empiricas

tipo Karplus que relacionan los valores de ], y /.. con la geometria molecular:

i) Acoplamientos vecinales F-H (’] ) : La ecuacién empirica® que relaciona el valor absoluto de

J (en Hz) con el angulo dihedro ¢ F-C-C-H es:

31 cos? @ si0° <@ < 90°

3 .
Jrn = 5 = .
44 cos” @ si907< @ <180

75




CAPITULO 3

Iista ecuacion es aplicable sino hay otros grupos electronegativos unidos a los carbonos que definen
el dihedro.

En el compuesto 23, los hidrégenos vecinales acoplados con el flior (H-2 y H-4) se superponen
con el resto de los metilenos, y no aparecen resueltos en el espectro de RMN-'H. Las constantes de

acoplamiento se estimaron en forma aproximada a partir de los espectros COSY-45 y HETCOR.

Puede tomarse como ejemplo la Figura 3.13. La sefial del H-4f3 es, debido al flior vecinal, un doble
multiplete, centrado en 2,03 ppm. Este hidrégeno esta acoplado, a su vez, con el H-50(, que resuena
22,63 ppm. De la correlacion entre ambos hidrégenos (que se muestra en el recuadro), pudo medirse
un valor aproximado de 45 Hz para ’J ., .. De igual manera se estimé un valor cercano a 14 Hz para

el acoplamiento del flior con el H-40t.

2.4
41y 4511,
™ =
& sz=|  |23388s
Su-die Su-3
2.8
24 200 10

Figura 3.13. Ampliacion del espectro COSY-45 (500 MHz, CDCL) del compuesto 23, mostrando el
efecto de la presencia del F sobre las correlaciones.

Esta deduccién pudo corroborarse en base al espectro de RMN-PF (Figura 3.14). Si se admite un
acoplamiento geminal (con H-3[3) de 48 Hz, dos acoplamientos vecinales axial — axial (con H-2By
H-4B) cercanos a 45 Hz, y dos acoplamientos vecinales axial — ecuatorial (con H-20 y H-400) de

aproximadamente 13 Hz, puede reproducirse el patrén de acoplamiento observado para el flior.
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ANALOGOS FLUORADOS EN C-3

a) b) i3

Figura 3.14 a) Espectro simulado que muestra la sefial de '°F esperada para el compuesto 23, calculado a
partir de las constantes de acoplamiento J, . medidas en los espectros de "H.
b) Espectro de "F del compuesto 23 (470 MHz).

ii) Acoplamientos vecinales F-C (7], ): El valor (en Hz) varia segun la ecuacion®:

}]FC: 11 cosz(p

Estas constantes de acoplameinto se midieron, de manera directa, en el espectro de RMN-"C.

iif) Acoplamientos geminales F-C (], ): en el rango de 18 a 24 Hz, no muestran una dependencia
significativa con la geometria”, y no pueden utilizarse para obtener informacién sobre la

conformacion. Sin embargo, suelen ser utiles para la asignacion de los carbonos correspondientes.

Se obtuvo, luego, un modelo aproximado para la geometria del compuesto 23, en el que sélo se
consider6 el fragmento ciclico, pues se supuso que la cadena lateral no alteraria notablemente la
conformacion de los anillos A y B.

La conformaciéon mas probable se encontré minimizando la estructura con el hamiltoniano
semiempitico AM1?, implementado en el programa MOPAC, incluyendo efectos de solvente (en
este caso cloroformo) a través del método COSMO.?” A partir de los parametros geométricos del

modelo, se calcularon las constantes de acoplamiento, segun las ecuaciones anteriores.

En la Figura 3.15 se muestran los valotes, en Hz, de las constantes de acoplamiento ., v J,.-
experimentales. Se indican, entre paréntesis, los valores calculados. Pese a la naturaleza aproximada
de las ecuaciones utilizadas, hay una concordancia razonable entre los valores experimentales y los
estimados. De esta manera queda confirmada, por otra via, la correcta asignacién de la configuracion
del C-3.
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Figura 3.15. Constantes de acoplamiento ], vy J, - para el compuesto 23.

3.1.3. SinTESIS DE (22R,23R)-3B-FLUORO-22,23-DIHIDROXIESTIGMASTAN-6-ONA (28).

Este compuesto es el analogo de 28-homoteasterona (HTE), cuya sintesis se describio en la seccion

2.1.2 del capitulo anterior.

(22R,23R)-3B-Fluoro-22,23-
dihidroxiestigmastan-6-ona
(28)

La sintesis del analogo 28 podria llevarse a cabo, en principio, mediante una estrategia similar a la
utilizada para el compuesto 23, es decir, introduciendo el atomo de flior por sustitucion de un
precursor 30-hidroxilado, que podria ser el compuesto 22, intermediario en la sintesis de HTY. Sin
embargo, los antecedentes encontrados en la literatura indicaban que los intentos de inversion
directa de un 30t-sulfonato por un fluoruro alcalino’’, conducen, invariablemente, a la formacion de
un doble enlace A% debido posiblemente, a que, como se muestra en la Figura 3.16, la reaccion de

eliminacion [ estd muy favorecida por la geometria del sistema y la basicidad del fluoruro.

Y HF H
F CHj 4 3

4 s F \\+M50'

( OMs O (@)

Figura 3.16. Rcaccion de un 30-sulfonato esteroidal con fluoruro.
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Aunque era factible que el mismo proceso ocurriera al intentar la fluoracién usando DAST, se
supuso que unas condiciones de reaccién mis suaves podrian disminuir las posibilidades de
eliminacién y conducir al compuesto esperado. Sin embargo, al tratar el el 3a-hidroxi esteroide 22
con DAST, se obtuvo una mezcla donde el producto mayoritario fue la dienona 6, formandose en

menor proporcién, ademis, un compuesto que result ser la dienona” isomérica 29 (Figura 3.17)

(o]
6 © 29

Figura 3.17. Reaccion del 3o-hidroxi esteroide 22 con DAST.

Buscando en la literatura antecedentes sobre obtencién de 3B-fluoro esteroides que pudieran adaptarse
a nuestra sintesis, se hallé un trabajo de Shoppee (1957) que describia una sintesis sencilla y eficiente
de 3B-fluoro colesterol, el cual se obtenia por apertura con HF acuoso del correspondiente so-

esteroide’ (Figura 3.18).

HF (30% ac.)

F

> s o ™~
“ + H'F = F-/—- ’ —Z*

OH OHy*

Figura 3.18. Sintesis de 3[-fluoro colesterol (Referencia 29).

El ataque nucleofilico del fluoruro sobre el C-3 genera el isémero B, mis estable. El agua presente
en el medio de reacciéon compite eficientemente con el fluoruro como nucleéfilo, formindose,
simultineamente, una cantidad apreciable de colesterol por un mecanismo similar al mostrado.

Es evidente que, en principio, podria mejorarse el rendimiento de la reaccién si se trabajara en
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ausencia de agua u otros nucledfilos. Se descart6 la posibilidad de utilizar HF gaseoso, puesto que su
alta reactividad requiere el uso de equipamiento especial.

Una alternativa adecuada es el polifluoruro de hidrégeno-piridina (HF-Py, o reactivo de Olah)*,
una mezcla compuesta por 30% de piridina y 70% de HF, y que es una fuente de HF anhidro ficil
de manipular.

Asi, el tratamiento del compuesto 2 con HF-Py en cloruro de metileno condujo a la obtencion de
(22E)-3B-fluoroestigmasta-5,22-dieno (30) con un rendimiento del 91% (Figura 3.19).

HE-Py
CH,Cl,

30
91%

Figura 3.19. Sintesis de (22E)-3B-fluoroestigmasta-5,22-dieno (30)

Nuevamente, la introduccién del flior en la posicion requerida se confirmé mediante espectroscopia
de RMN. En los espectros de RMN-"’C y DEPT-135 aparece un doblete en 92,8 ppm con un valor
de '], . de 174,5 Hz que corresponde al C-3. Ademis, la sefial del C-5 en 139,3 ppm se ve como un
doblete con un ’/, - de 12 Hz. (Figura 3.20).

N o e
228 & & 25
a0
[oR c22
<o ~
&g 8
| r
12.4 Hz
) |
|| |
. WA .
,,,,,,,,,, e s o s
139.5 139.0 138.5 ! | 1745 Hz
]c-a I, |
| I |
I ' l H | 1
L “ TR
) I I e N
1 ' I ' 1 ' I 1 1 T I T i v T v I v I ¥ T ! ) ! I ' v I T i ' 1 1 f { ! |
20 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
(ppm)

Figura 3.20. Espectro de RMN-"C (125 MHz, CDCI,) del compuesto 30.
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ANALOGOS FLUORADOS EN C-3

El espectro de RMN-'H muestra la sefial de un hidrégeno geminal al flior (doblete multiplete
centrado en 4,36 ppm y con un ?J,, de 50,4 Hz). La multiplicidad del H-3 es compatible con una

configuracion axial, lo que indica la posicién ecuatorial (B) del flior (Figura 3.21).

38 £8 948 <

W oo ~ o~

~ (I |1 |

H-6 H-22 H-23 H-3 H-4o
| S
[ - -
|
l
; 50.4 Hz
[ B
| !f J\}

RN VY,
) W /'J‘ 1 I
|rovrrvr R S ARSRRRSAR A% ERsERAARARER]
! 4.40 f
| | | |
ol | , A
I | | LA
'—’r_*-‘—!‘\ﬁ_‘flelf ——T T "IL'_!—J"T""\ T ‘7_‘1\"')!‘{{'1“" 1“'*’1\'!§1'H
56 5.2 48 44 40 36 32 2.8 24 20 1.6 1.2 0.8
(ppm)

Figura 3.21. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCI,) del compuesto 30.

La sefial del flior en el espectro RMN-'’F aparece también como un doble multiplete, centrado en
-167,9 ppm (Figura 3.22)

T L Uk T ™
-168.0 -168.2 -168.4
(ppm)

Figura 3.22. Espectro de RMN-"F (470 MHz, CDCL,) del compuesto 30.

A
-167.8

De esta manera, el dtomo de fluor se introdujo estereoselectivamente en el anillo A, restando atn la
funcionalizacion del anillo B y la cadena lateral para asi obtener el anilogo requerido.

Una secuencia sencilla tendiente a introducir la funcién 6-oxo en el anillo B seria la hidrataciéon anti-
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Markovnikov del doble enlace A%, que puede, en principio, lograrse mediante una hidroboracién, y
posterior oxidacién del alcohol resultante. Sin embargo, no puede esperarse que el paso de

hidroboracidn sea selectivo frente al doble enlace de la cadena lateral.

Es posible lograr, en un esteroide, la oxidacion selectiva del doble enlace A® frente al A®, mediante
una epoxidacién. Esta estrategia ya habia sido utilizada con éxito en nuestro grupo en la sintesis de

otros andlogos de BRs.”

El tratamiento de un precursor adecuado con icido m-cloroperoxibenzoico (w-CPBA) a baja
temperatura, genera una mezcla de los epéxidos 50,60t y 58,6, siendo el primero mayoritario. El
uso de la baja temperatura es esencial para lograr la regioselectividad deseada. La estereoselectividad
en la epoxidacién con m-CPBA puede explicarse, como es habitual en estos casos, admitiendo que
la presencia del metilo de C-19 en posicién axial bloquea la entrada del reactivo epoxidante por la
cara B del esteroide, formindose, en consecuencia, una mayor proporcién del epéxido 50,60
(compuesto 31).

Por otro lado, el tratamiento del esteroide con una mezcla de permanganato de potasio y nitrato
férrico, en una mezcla de diclorometano / agua / t-butanol, permite obtener una mezcla donde el
epoxido 5B,6B (compuesto 32) se forma en mayor proporcién’’, y con una minima cantidad de

subproductos de oxidacién en otras posiciones.

30 3 32

Figura 3.23. Epoxidacion regioselectiva del doble enlace A’ del compuesto 30

En el caso de la epoxidacién con permanganato, la situacién no es tan clara, y si bien no se ha
establecido el mecanismo exacto de la reaccidn, se sabe que la misma ocurre en la fase acuosa que se
forma sobre las sales inorganicas, y donde el #butanol actuaria como catalizador transfiriendo al
esteroide entre las fases organica y acuosa.”

Algunos resultados sugieren que el origen de la selectividad facial en la epoxidacién, se debe a que
los iones de los metales de transicion se coordinarian con el doble enlace A% por la cara o, menos
impedida, formando un complejo 7. La formacién del enlace de coordinacion produce, ademis, un

debilitamiento del doble enlace, haciéndolo mis susceptible al subsecuente ataque del permanganato
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por la cara opuesta, dando el epéxido B. Este modelo se basa en la observacién de que el agregado
de otros metales de transicién capaces de formar complejos T, también son efectivos promoviendo
la estereoselectividad observada, mientras que si se utilizan metales alcalinos, la misma se pierde.”
El siguiente paso consiste en la transformacién del 5,6-ep6xido para conseguir la correcta
funcionalizacién del anillo B.

Un anilisis sencillo (Figura 3.24) permite demostrar que solamente partiendo del epéxido 58,6
(32), una apertura reductiva, mediante un hidruro, puede generar un producto con fusién ¢ransentre

los anillos A y B y oxigenado en C-6 (compuesto 33).

Figura 3.24. Posibles productos formados por apertura reductiva de 5,6-epéxidos

De esta manera, queda definida la necesidad de obtener el ep6xido 5B,68: el tratamiento del (22E)-
3B-fluoroestigmasta-5,22-dieno (30) con permanganato de potasio y nitrato férrico, en las condiciones
mencionadas anteriormente, permitié obtener una mezcla de los epéxidos 5a,60 (31) y 5B,6 (32),
en una proporcion aproximada de 1 a 7. El rendimiento para la formacién del epéxido 32 fue del
72%.

La Figura 3.24 muestra también que, en principio, el ataque del hidruro sobre el epéxido 32 puede
ocurrr en el C5 o el C6, generindose, en este iltimo caso un isémero 5B-hidroxilado no deseado.
Es sabido que, en el caso de epoxidos en ciclohexanos conformacionalmente rigidos, la
regioselectividad en la apertura del oxirano es tal que se favorece la formacién del producto donde
los nuevos sustituyentes quedan en posiciones #ans-diaxial entre si*. Por este motivo, es de esperar
la formacién predominante del producto buscado (33).

Por otro lado, el agregado de un dcido de Lewis permite que la reaccién ocurra en condiciones mas
suaves: el 4cido se coordina con el oxirano y debilita la unién C-O. La catilisis electrofilica favorece,

ademis, la entrada del hidruro en el C-5 (el mas sustituido).
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Como primera opcién se decidié emplear hidruro de litio y aluminio como reductor y tricloruro de
aluminio como acido de Lewis. Esta combinacién habia sido utilizada por nuestro grupo en anteriores
sintesis de BRs.”” Se sabe que en el medio de reaccién se forman especies tales como AlH Cl y
AIHCI,, que son las que actuan como reductoras. La proporcién relativa de estas especies depende
de la proporcién inicial de LiAlH, y AICL, siendo la regio y estereoselectividad de las reducciones
altamente dependiente de la composicién de la mezcla de reductores.”

Si se disuelven en THF tres equivalentes de hidruro por equivalente de tricloruro de aluminio, se

forma una solucién de hidruro de aluminio:
3 LiAIH4 + AICl3 ————— 3 LiCl +4 AlH3

El tratamiento del epéxido 32 con esta solucién a temperatura ambiente no produjo reaccion, sin
embargo, a temperaturas mayores a 50°C se obtuvieron dos productos mayoritarios, que pudieron
separarse e identificarse:

El primer producto, obtenido con un rendimiento del 43 %, resulté tener un i6n molecular cuya
masa, determinada con alta resolucién, coincidié con la esperada para el alcohol deseado.

En la Figura 3.25 se puede ver el espectro 'H-RMN correspondiente. La sefial a 3,81 ppm es
compatible con un alcohol obtenido por apertura frans-diaxial del epoxido, pues su patron de

acoplamiento es el esperado para un hidrégeno ecuatorial.
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Figura 3.25. Espectro de RMN-"H (200 MHz, CDCIl,) del compuesto 33.
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Ademis, las constantes de acoplamiento del H-30, geminal al flior, no cambiaron con respecto al
epoxido precursor 32, indicando que se mantuvo la unién #rans entre los anillos A y B.

Por otro lado, los espectros de RMN-"C y DEPT-135 muestran una tnica sefial en la zona de los
carbonos oxigenados, a 71,8 ppm, y que corresponde a un alcohol secundario (obviamente, en el
epoxido de partida se observan dos sefiales en esta region). Todo esto indica que el producto obtenido
es el fluoro alcohol 33.

El segundo producto aislado posee un espectro de "H-RMN (Figura 3.26) muy similar al presentado
anteriormente. También aparece una sefial a 3,96 ppm, que puede atribuirse a un hidrégeno ecuatorial
geminal a un hidroxilo (posiblemente en C-6). Sin embargo, la sefial del H-30, geminal al fléor, se

encuentra mas desprotegido y superpuesta con la correspondiente al alqueno A%,

Elién molecular hallado es 466, es decir, 34 unidades mas de lo esperado. Este resultado, confirmado
posteriormente mediante espectrometria de masas de alta resolucion, indica que se produjo el ataque

de un cloruro sobre el epdxido, para dar el compuesto 34, con un rendimiento del 38%.
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Figura 3.26. Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCL,) del compuesto 34.

Si se admite que el cloro se encuentra en C-5 en posicién axial (0), una interaccién 1,3-diaxial serfa
responsable de la desproteccion observada para el H-30. Por otro lado, el anilisis del espectro de
BC-RMN muestra una sefial correspondiente a un carbono terciario en 83,5 ppm, que puede atribuirse
al carbono unido al cloro. Esta sefial aparece como un doblete de 10,6 Hz compatible con un

acoplamiento carbono-flior a tres enlaces (confirmando que el cloro esti unido al C-5).
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Este tipo de reaccién secundaria habia sido descripta anteriormente™, y su incidencia es variable,
dependiendo de las condiciones de reaccion.

Es interesante notar, sin embargo, que si se aplica la misma reaccién al epéxido 10 (ver Figura 2.6
del capitulo anterior), no se obtenen, en forma apreciable, productos de cloracién.” No se tiene
una explicacién adecuada sobre la diferencia en el comportamiento entre ambos epdxidos, aunque

cabe plantear la hipotética influencia del flior en C-3 sobre el transcurso de la reaccién.

Se hicieron varios intentos, modificando la proporcién LiAlH, / AICI,, la temperatura, y la veloci-
dad de agregado del epéxido, pero en todos los casos el alcohol 33 se formé junto a cantidades

importantes de la clorohidrina 34 (Figura 3.27)

LiAlH, / AICI,
THF

f
OH
32 33

Figura 3.27. Reaccion del ep6xido 32 con LiAIH, / AICL,.

Resulté evidente que la estrategia seguida conducia al compuesto deseado, pero se intent optimizar
este ultimo paso eligiendo otra combinacion reductor / catalizador. Se encontré que esta misma
transformacion podia efectuarse, en condiciones suaves, con cianoborohidruro de sodio como fuente
de hidruro y trifluoruro de boro como catalizador.”

Debe tenerse en cuenta que aqui tambien es posible obtener una fluorhidrina como producto
secundario™, pero si se controla la cantidad de BF, agregada, esta reaccién puede minimizarse. En
la pracdca, se usa un indicador 4cido-base, verde de bromocresol, para determinar la cantddad minima
de BF, necesaria para acidificar el medio de reaccion, y asi evitar un exceso de catalizador. De esta
manera, el tratamiento del epéxido 32 con esta combinacion de reactivos, a reflujo en THE, permitié
obtener el compuesto 33 con un rendimiento del 80%.

L.a oxidacién del fluoroalcohol 33 en condiciones suaves, con clorocromato de piridinio en

diclorometano, generé la fluorocetona 35 con alto rendimiento.

Finalmente, la dihidroxilacién catalitica asimétrica del doble enlace A permiti6 obtener el anilogo
28 con un rendimiento total de 20 % a partir de estigmasterol. La Figura 3.28 resume la secuencia

sintética utilizada.
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32
c ' 80%
F i 33
a) HE-Py 30 % / CH,Cl,, ta. OH
b) KMnO, / Fe(NOs);3 -9H,0 / t-BuOH /agua / CH,Cl,, ta.
c) NaBH;CN / BF; -Et,O /THE, reflujo. d 1 92%
d) PCC / CH,Cl,, ta.
C) Kz(.)SO4 / K4FC(CN)6 / K2C03 / CHJSOJNHZ / ‘\\
(DHQD),-Phal / #BuOH / agua, ta
F 35
O

|

c|31%

(0]

Esquema 3.28. Sintesis de (22R,23R)-22,23-dihidroxi-3B-fluoroestigmastan-6-ona (28)

La estructura del anilogo 28 se confirmé utilizando espectrometria de masas de alta resolucién

(FAB), y espectros de RMN (H, °C, “F, DEPT-135, COSY-45 y HETCOR).

Al igual que para el anilogo 23, resulta posible analizar la informacién estereoquimica obtenida a

partir de las constantes de acoplamiento de los carbonos e hidrégenos con el flior. La Figura 3.29
i 3 J ] , .

muestra los valores experimentales, en Hz, de los ’J,_y ’J,,, junto a los calculados (entre paréntesis)

en base a la geometria optimizada, tal como se describié anteriormente.

El analisis confirma nuevamente la configuracién del C-3, y sirve como ejemplo del uso de los

acoplamientos a larga distancia del flior para el estudio de la estructura tridimensional de moléculas
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organicas.”’

Figura 3.29. Constantes de acoplamiento /. y /,.- para el compuesto 28.

3.2. ACTIVIDAD BIOLOGICA.

La bioactividad de los analogos sintetizados se evalu6 en distintos ensayos; a continuacion se
describiran los resultados obtenidos. Con el fin de estudiar el efecto producido al remplazar un
hidroxilo por un flior, se incluyen, ademas, los valores de bioactividad de los compuestos 28-

homoteasterona (HTE) y 28-homotifasterol (HTY), ya descriptos en el Capitulo 2.

3.2.1. ENSAYO DE INCLINACION DE LA LAMINA DE ARROZ (ILA).
Se desarroll6 en las condiciones ya descriptas. La tabla resume el valor del angulo promedio (en

grados) para distintas dosis aplicadas.

Compuesto
Dosis (ng / plantula) HTE 28 HTY 23
5 102 111 2414 10+1
50 25%6 234 72+8 34%8
500 60£6 388 778 86%6

Control: 11 £ 2

Mediante un analisis estadistico (test de Mann-Whitney)* se pueden comparar las respuestas inducidas
por cada analogo fluorado y el compuesto natural correspondiente, para cada dosis aplicada. Se
encuentra que la actividad del compuesto 28 es similar a la de HTE a las dosis mas bajas, pero es

significativamente menor en la dosis de 500 ng / plantula. De todas maneras, el compuesto fluorado
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28 presenta una actividad significativa a dosis altas, comparado con el control.

Por otro lado, el compuesto 23 es menos activo que el correspondiente brassinosteroide natural
HTY a dosis bajas, pero posee una actividad comparable a dosis altas. Estos resultados permiten
afirmar, en forma preliminar, que la sustitucién del hidroxilo en C-3 por un flior disminuye, pero

no elimina, la bioactividad, contrariamente a lo observado por Back® para el caso de la sustitucién en
C-25.

3.2.2. ENSAYO DE ELONGACION DEL EPICOTILO DE SOJA.
Ninguno de los compuestos fluorados sintetizados resulté tener actividad en este bioensayo, en un
rango de concentraciones de 10" M hasta 10° M. Debe recordarse (seccion 2.2.2 del capitulo

anterior) que tanto HTE como HTY eran levemente activos solamente a la mayor concentracion

evaluada.

3.2.3. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DE ARABIDOPSIS THALIANA:
En la Figura 3.31 se muestran las longitudes promedio de hipocotilos de plantulas de Arabidopsis cv.
Columbia (Col) que crecieron en fotoperiodo (durante 11 dias), o en oscuridad (durante 8 dias), en

; 2 7 i -6
presencia de los distintos BRs a una concentracion 10 M.

HIPOCOTILOS (luz) HIPOCOTILOS (vscuridad)
31 12-
| _ T . ale e
E 21 = - S 9
- | —— I I &,
2| 2 o
- L
- | 3
G1 0
CONTROL 1711 28 N 23 CONTROL 1O 28 o 23

Figura 3.31. Efecto de los compuestos sintetizados sobre plantulas de A. thaliana.

Se comprueba que los BRs naturales HTE y HTY no inducen una respuesta significativa (ya

demostrado en el capitulo anterior), y que los analogos fluorados sintetizados tampoco presentan

actividad.

3.2.4. EFECTO SOBRE MUTANTES BIOSINTETICAS DE ARABIDOPSIS THALIANA: Pese a los resultados
que muestran que los analogos sintetizados no promueven el crecimiento de Arabidgpsis, se decidié
repetir la experiencia utilizando la mutante dez2, en la cual los niveles endégenos de BRs son muy
bajos. La Figura 3.32 resume los resultados obtenidos al aplicar los compuestos 23 y 28 en una

concentracién 10¢ M.

Para permitir la comparacion, se incluyeron, en cada caso, los datos correspondientes a plantulas
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normales (ecotipo Columbia).

HIPOCOTILOS (luz) HIPOCOTILOS (oscuridad)
29 121
-+ T
E = 94
£ g == b0 s
:53 14 = S T == 3 6
S ¥
= 2 = —
34
0 0 | l I l
det2 HTE 28 HTY 23 Col da2 HTE /) HTY 23 Col

Figura 3.32. Efecto de los compuestos sintetizados sobre mutantes biosintéticas de A. thaliana.

Los resultados obtenidos indican que:

Como se comprobo en el capitulo anterior, las plantulas mutantes presentan enanismo, lo
que se refleja en la menor longitud de los hipocotilos. Este caracteristica es mas notable en

las plantulas etioladas (comparar dez2 vs. Columbia en ambas condiciones de iluminacion).

- Un analisis estadistico muestra que, en condiciones de iluminacion, los compuestos aplicados

no revierten el fenotipo de la mutante des2.

- Las plantulas des2 etioladas responden levemente al tratamiento con HTE, pero no lo hacen
con el analogo fluorado 28; sin embargo, tanto HTY como el anilogo fluorado 23 son

capaces de promover la elongacion y revertir, en parte, el fenotipo.

Como resumen general se observa que, si las plantulas crecen en fotoperiodo, los compuestos
aplicados no modifican sustancialmente el crecimiento de la variedad salvaje ni el de la mutante

biosintética. Las plantulas normales etioladas no son sensibles a los compuestos aplicados, en cambio,

la variedad mutante si parece responder.

3.3. CONCLUSIONES

En el Capitulo 2 se hallaron evidencias preliminares de que la biosintesis de los 28-

homobrassinosteroides parece implicar los mismos pasos que los establecidos para la ruta de oxidacion
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temprana del C-6 de los brassinosteroides de C,,. Si esto es asi, una 3B-deshidrogenasa® seria la
enzima encargada de epimerizar el C-3 de la 28-homoteasterona para dar 28-homotifasterol, via un

3-ceto esteroide como intermediario.

(o]

O HTE 3-dehidro-HTE

En este Capitulo se describio la sintesis de los anilogos 23 y 28, en los que el hidroxilo de C-3 de
HTY y HTE se reemplazé por un dtomo de flior. Debido a la semejanza estereoelectronica entre el
flior y el hidroxilo, es de esperar que estos compuestos puedan ser sustrato de las enzimas encarga-
das de la biosintesis. Sin embargo, la estabilidad de la unién C-F deberia impedir la accién de la
dehidrogenasa, y por lo tanto, la epimerizacién enzimatica del compuesto 28. Como consecuencia,

deberia esperarse que el andlogo 28 resultara inactivo.

Dado que ninguno de los compuestos estudiados fue capaz de promover el crecimiento de los
hipocotilos de soja o Arabidgpsis, no pudieron extraerse conclusiones a partir de estos ensayos. Es
posible que en estos sistemnas los niveles endégenos de BRs generen una respuesta maxima que no
se modifica por el agregado de precursores biosintéticos. Las mutantes biosintética, defectuosas en
un paso temprano de la biosintesis, con niveles endégenos bajos de BRs, podrian responder a estos
compuestos.

Se verificé que las mutantes def2 etioladas revierten parcialmente su fenotipo si se tratan con HTE y
HTY. Esta accién de HTE y HTY se justifica usualmente suponiendo que los compuestos aplicados
se transforman /n »iw en los compuestos finales de la biosintesis, mas activos. El reemplazo del
hidroxilo en C-3 de HTE por un flior deberia generar un anilogo que, al no poder continuar la ruta
biosintética normal, deberia ser inactivo. Esto es precisamente lo observado para el anilogo 28.
Por otro lado, el compuesto 23 presenta una actividad importante, posiblemente debido a que si

puede participar de esa ruta.

Como conclusiones generales puede adelantarse que:
a) El flior en C-3 con configuracién O es capaz de mimetizar la presencia de un hidroxilo,

puesto que en todos los ensayos donde el HTY es activo, el correspondiente analogo fluorado
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23 también lo es.

b) Elflioren C-3 con configuracién B disminuye, o anula, la actividad. Esto puede reflejar que
el andlogo fluorado 28 es incapaz de participar de la biosintesis. Sin embargo, en el ensayo
de inclinacién de la limina de arroz presenta, a la mayor concentracién evaluada, una actividad
significativa; si el estudio con la mutante des2 implica que no se generan productos de
biosintesis activos, esto s6lo puede explicarse admitiendo que el compuesto 28 posee una
actividad per se. Si esta hipétesis es correcta, el mismo razonamiento puede aplicarse a otros
brassinosteroides, y, por lo tanto, la bioactividad medida podria ser una combinacion de
efectos derivados tanto de la accién propia del compuesto aplicado como de sus posibles

metabolitos.
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Luego de una década de estudios, se logré dilucidar la biosintesis del brassinélido, al menos en sus
aspectos principales. Los dos caminos propuestos, activos en.Arabidgpsis y otras especies, se mostraron

en la Figura 1.6 del Capitulo 1.

En el Capitulo 2 presentamos evidencias que sugieren que la biosintesis del 28-homobrassinélido
sigue, al menos en las Gltimas etapas, un camino similar a la ruta de oxtdacion temprana del C-6 del
brassinélido. Se indagara ahora sobre la posibilidad de que el HBL también pueda formarse a través
de una ruta de oxidacion lardia del C-6, similar a la hallada para los BRs de C,, y que se muestra en la

Figura 4.1.

Figura 4.1. Biosintcsis de brassinélido
segun la ruta de axidacién tardia del C-6.

HO
campesterol

|

‘,,

6-deoxocastasterona

SH
60a-hidoxi-
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Hasta el momento, no se han hallado en fuentes naturales los precursores hipotéticos de C,,
involucrados en esta ruta: en este Capitulo se describira la sintesis de los compuestos 36 y 37,

homologos de 6-deoxocastasterona y 60-hidroxicastasterona, respectivamente.

Ademas, se presentara la sintesis de los compuestos 38 y 39, otros analogos modificados en C-6,

junto con la evaluacién de sus bioactvidades.

Ouer
I

37

i

38 39

OH

Figura 4.2. Estructuras de los anilogos modificados en C-6.

4.1. SINTESIS DE POSIBLES PRECURSORES BIOSINTETICOS DE 28-HOMOBRASSINOLIDO.

4.1.1. SinTESIS DE (22R,23R)-50-ESTIGMASTA-20,30,22,23-TETRAOL (36).

HG,,

HO"" 36

(22R,23R)-50-estigmasta-2a,3,22,23-tetraol

Se buscaron en la literatura antecedentes sobre la sintesis de 6-deoxobrassinosteroides, y se encontré

que, para su obtencidn, se habfan utilizados dos estrategias:
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) Reduccién de un esteroide o, insaturado, del tipo 3-ceto-A*, y posterior construccién
del anillo A.
if) Reduccién del carbonilo en C-6 del correspondiente 6-oxo brassinosteroide, preparado

segun los métodos ya descriptos.’

En este punto se decidié que la mejor alternativa era ésta Gltima, utilizando 28-homocastasterona

como producto de partida, dado que se trataba de una ruta mas directa.

En la sintesis original de 6-deoxocastasterona?, la reduccién del carbonilo de la castasterona se
efectué mediante una reaccién de Wolf-Khishner (Figura 4.3), que, como se sabe, implica condiciones

enérgicas. Los autores reportaron un bajo rendimiento para esta transformacion.

N,H,; / KOH
DEG HG,,

30%

(o}
castasterona 6-deoxocastasterona

Figura 4.3. Obtencién de 6-deoxocastasterona (Referencia 2)

Por este motivo, se buscé otro método, que requiriera condiciones mas suave. Se decidi6 intentar la

desulfuracién de un tioacetal obtenido a partir de la HCS (Figura 4.4).

HO,,

HO"

o]
HCS

a) I{SCH2CH28H / BF3-Etzo / CH2C12, t.a.
b) Bu3SnH / AIBN / tolueno, reflujo.

Figura 4.4. Sintesis del analogo 36.
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De esta manera, el tratamiento de HCS con 1,3-etanoditol, con catalisis dcida (BF,-Et,0), produjo
el tioacetal intermediario 40 con alto rendimiento. Este compuesto se traté con hidruro de
tributilestafio, en benceno, lo que provocé la reduccion del 1,3-ditiano’, para dar el analogo requerido

36 con un rendimiento de 70 % (desde HCS).

Nuevamente, la estructura del anilogo obtenido se confirmé por medio de espectrometria de masas

de alta resolucién (FAB), y espectroscopia de RMN ('H, ®C, DEPT-135, COSY-45 y HETCOR).

4.1.2. StNTESIS DE (22R,23R)-50-ESTIGMASTA-20,304,601,22,23-PENTAOL (37) Y DE (22R,23R)-50.-
ESTIGMASTA-201,30,6[3,22,23-PENTAOL (38).

HO,,

HO" . 37
OH

(22R,23R)-50-estigmasta-20,30,60,22,23-pentaol

La alternativa mids directa para su obtencién implica la reduccién del carbonilo de 1a HCS.

Es necesario, en primer lugar, analizar la estereoselectividad de la transformacion requerida. Se sabe
que las reducciones de cetonas ciclicas que presentan restricciones conformacionales, generan una
mezcla de los alcoholes con el hidroxilo en posiciones ecuatorial o axial, y que la proporcion entre
ellos depende, fundamentalmente, del reactdvo utilizado, y de la estructura del sustrato. En el caso
de los reductores que actian transfiriendo un hidruro, y si las dos caras del carbonilo son igualmente
accesibles, suele formarse una mayor cantidad del alcohol termodindmicamente mis estable (hidroxilo
ecuatorial)’. Sin embargo, en este caso, la presencia del metilo de C-19 bloquea la cara 3 del esteroide,
favoreciendo la entrada del hidruro por la cara 0t y la consecuente formacion del alcohol axial. I.a

reduccién del carbonilo en C-6 utilizando un hidruro metilico (IiAIH, o NaBH ), genera en mayor
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proporcién el alcohol con configuracion 6P, no deseado. (Figura 4.5).

HO A
’/‘\ _— OH HO
HO NN

on ©
\’/ \
ataque H H ‘\\

favorecido

producto
H mayoritario
OH

Figura 4.5. Reduccién con hidruros metilicos del carbonilo en C-6.

Una alternativa sencilla para efectuar la reduccién requerida, es la que utiliza metales alcalinos en
solventes proticos, que implica un intermediario radical aniénico, formado a expensas de los electrones
cedidos por el metal, y que suele generar como producto el alcohol ecuatorial, mas estable. Sin
embargo, la estereoquimica de este tpo de reacciones se ve menos afectada por el entorno del
carbonilo, y suele usarse en la sintesis de esteroides como método complementario a la reduccién
con hidruros.’

La reduccién se efectiia habitualmente con litio en amoniaco liquido, pero se prefirié intentar primero
con sodio en etanol, por ser las condiciones experimentalmente mas sencillas.

Es asi que se disolvié 28-homocastasterona (HCS) en etanol a reflujo, y se agregé sodio metilico

hasta que la conversion fue completa, se obtuvieron asi sélo dos productos (Figura 4.6).

HO™
o HCS
Figura 4.6. Obtencion de los
analogos hidroxilados en C-6. Na
EtOH, reflujo

HO.,, HO.,,

HO" HO""

OH

37
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El mas polar de los compuestos, minoritario, aislado con un rendimiento del 12 %, resulté ser
(22R,23R)-501-estigmasta-20,30,6[3,22,23-pentaol (38). El anilisis espectroscopico del producto
mayoritario (obtenido con un rendimiento del 83 %) revel6 que se trataba del compuesto requerido,

(22R,23R)-50-estigmasta-20,30.,60,22,23-pentaol (37).

La configuracién del hidroxilo en C-6 se asigné a partir del patrén de acoplamiento (en el espectro
de RMN de 'H) del H-6, geminal al mismo. La identidad de los anilogos 37 y 38 se confirmé

mediante las técnicas espectroscopicas habituales.

4.2. SiNTESIS DE (22R,23R)- 60-FLUORO-50.-ESTIGMASTA-20.,30(,22,23-TETRAOL (39).

(22R,23R)-60t-fluoro-50t-estigmasta-2a.,3¢,22,23-tetraol

IEste compuesto es el andlogo fluorado del compuesto 37.

La estrategia mis inmediata para su obtencion seria la sustitucién de un hidroxilo 6, segin se

muestra en la Figura.4.6.

HO.,,

HO""

f OH

Figura 4.6. Retrosintesis para la obtencién del anilogo fluorado 39.

Como la sustitucion no es regioselectiva, pueden plantearse dos alternativas:

a) Proteccion, previa a la sustitucién, de los 1,2-dioles del compuesto 38, y posterior
desproteccion.

b) Sustitucién sobre un precursor adecuado, y posterior introduccién de los dioles 2,3 y 22,23.
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Figura 4.7. Rutas alternativas para la sintesis del analogo 39

Decidimos explorar primero la alternativa b), para lo cual debe prepararse el precursor41. Como se
discutié anteriormente, la reduccién de un 6-ceto esteroide con un hidruro metalico genera
mayoritariamente un alcohol con configuracién 6P (axial), tal como se requiere en esta secuencia.
Este resultado se debe, fundamentalmente, al bloqueo que el metilo 19 ejetce sobre la cara B del
plano del esteroide, y es de esperar que el uso de un reductor mas voluminoso redunde en una
estereoselectividad ain mayor para la obtencién del alcohol deseado. Es por eso que la cetona 6 se

trat6 con hidruro de tri-#~butoxialuminio y litio, obteniéndose en forma casi exclusiva el alcohol 41.

LiAIH(t-OBu),
THF

41
OH

Figura 4.8. Reduccion estereoselectiva de la cetona 6.

Dados los resultados presentados en el capitulo anterior, se opté por tratar el alcohol 41 con DAST,
a fin de obtener el fluoroesteroide correspondiente. Sin embargo, esta vez no se observo reaccion,

incluso luego de largos tiempos, o trabajando a mayores temperaturas que la habitual (la ambiente,
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en lugar de -78 °C). Dado que este reactivo es térmicamente inestable’, no fue posible intentar la

reaccion a mayores temperaturas.

Eincontramos en la literatura una situacién similar: en un trabajo publicado por Kumar en 1995, se
describi6 la imposibilidad de efectuar la fluoracion con DAST sobre hidroxilos esteroidales, con
configuracién axial 17, impedidos estéricamente’. Segiin los autores, la presencia del metilo de C-
18 vecino, también de configuracién axial, impediria la formacion del intermediario implicado en la
fluoracién. Mas ain, la fluoracién de un alcohol 170 genera como producto mayoritario un 170.-

fluoro esteroide, con retencion de la configuracion.

Figura 4.9. Fluoracién con DAST, con retencion de la configuraciéon (referencia 7)

Este resultado mostraria que estaria operando un mecanismo de tipo Sx1, posibilidad que fue con-

firmada posteriormente mediante otros estudios.’

En nuestro caso, el alcohol 6f estaria inhibido para reaccionar, debido a las interacciones 1,3-diaxiales
con el metilo de C-19. La analogia con el caso presentado anteriormente nos llevé a evaluar la
posibilidad de lograr la fluoracién con retencién de la configuracién en el C-6. Para eso, se prepard

el alcohol 42 por reduccidn de la cetona 6 con sodio en etanol, reaccién ya empleada en la sintesis
del analogo 34 (Figura 4.10).

B B

+

Na /EtOl1

reflujo

0O H OH
6 42 (89 %) 41 (8 %)

Figura 4.10. Reduccién estereoselectiva de la cetona 6.

Al tratar el alcohol 42 con DAST, en las condiciones habituales, se obtuvo un compuesto mayoritario
43 que, a juzgar por su espectro de RMN de *C, no poseia funciones oxigenadas pero si un dtomo

de flior (doblete centrado en 94,3 ppm, con un acoplamiento de 169 Hz).
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OH

CH,CI, / -78°C

42

DAST

5%

43 (79 %)

Figura 4.11. Fluoracién del intermediario 42 con retencion de la configuracion.

La configuracion del carbono unido al flior puede determinarse, como es habitual, por el patrén de

acoplamiento del hidrégeno geminal en el espectro RMN-'H. La Figura 4.12.a muestra la sefial

con H-7B. El doble multiplete observado en el espectro del compuesto 43 (Figura 4.12.b) presenta

las mismas constantes de acoplamiento, sugiriendo que la fluoracién transcurrié, como esperabamos,

con retencion de la configuracion.

a)

e s e
T

I —
35 A50

i
{

’ll“'!“’“ili‘

AT A

Ty
A5 R

3385

b)

Forevm

w

Figura 4.12. Sefial del H-6 en los compuestos 42(a) y 43(b) (500 MHz, CDCIL,).

La configuracion del C-6 también pudo asignarse en base a las constantes de acoplamiento C-F.

Para eso, se obtuvo un modelo teérico de la geometria del compuesto 43 y se calcularon las constantes

de acoplamiento F-C a tres enlaces, de manera similar a la detallada en la Seccion 3.1.2 del Capitulo

anterior..

Figura 4.13. Constantes de acoplamiento /vy /. para el compuesto 43.
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La Figura 4.13 muestra los valores experimentales de todas las constantes de acoplamiento observadas,
’ ’ . j
donde los nimeros entre paréntesis corresponden a los valores calculados para las ’J,.., que se

ajustan razonablemente a los valores medidos, confirmando asi la configuracion asignada.

Finalmente, la dihidroxilacién catalitica asimétrica del intermediario 43 permitié obtener el andlogo
buscado 39 con un rendimiento de 14 % a aprtir de estigmasterol. la Figura 4.14 resume la secuencia

sintética empleada.

'\\

G 42 (89%) P43 (79%)
I

46 % desde

estigmasterol
a) Na / EtOH, reflujo
b) DAST / CH,Cl,, -78°C o
¢) K,0s0, / K,Fe(CN), /
K2CO3 / CI'I}SO;NI{Z HO\“. H 39
/(DHQD),-Phal /t-BuOH / agua, t.a. F s

Figura 4.14. Sintesis del andlogo fluorado 39.

4.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA

La actividad biolégica de los compuestos sintetizados, evaluada en el ensayo de inclinacién de la
lamina de arroz, se muestra en la Tabla 4.1. Se incluyen, a modo de comparacion, las actividades de
los BRs naturales HCS y HBL. Los valores corresponden al angulo inducido, en grados, junto con el

error estindar (calculado a partir de 20 plantulas tratadas de igual manera).

Compuesto

Dosis (ng / plantula) HBL HCS 36 37 38 39
1 947 458 24+3 16+ 3 19%2 12+1
10 1007 96%9 2145 19+4 33%5 13+£2
100 97+9 102+7 20+5 548 599 24%3
500 987 91x9 455 70t4 905 30%3

Control: 11 £ 2

Tabla 4.1. Ensayo ILA para los compuestos sintetizados
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Un anilisis detallado de estos resultados surge de las Figuras 4.15 y 4.16.

En la Figura 4.15 se graficaron los valores de bioactividad para el 28-homobrassindlido y sus posibles
precursores biosintéticos: HCS, 36 y 37. Puede verse una clara relacion dosis-respuesta (excepto
para el HBL, que muestra la madxima actividad incluso a una dosis de 1 ng). Si se comparan los
valores en todo el rango de concentraciones, la actividad relativa es HBL > HCS > 37 > 36, orden
que esta de acuerdo con el esperado si la ruta biosintética de oxidacion tardia de/ C-6 operara en los

tejidos durante el transcurso del ensayo.

120
-=— HBL
—— HCS
o 80 ——37
3 —— 36
o
c
‘o
40 /
I
T X
0 ] T T 1
1 10 100 1000
dosis (ng)
Figura 4.15

Por otro lado, en la Figura 4.16 se graficaron las actividades de los analogos sintetizados, en funcién

de la dosis aplicada.
100~
—a— 37
—a— 39
—»— 138
o)
= —0—36
o
c
v
0 T T )
1 10 100 1000
dosis (ng)
Figura 4.16.

Pueden destacarse dos resultados interesantes:
en primer lugar, el compuesto 38, con un hidroxilo 63, presenta una actividad importante.

Un analisis estadistico demuestra que en todas las dosis aplicadas su actividad es comparable
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con la del andlogo 37, supuesto precursor biosintético de HBL.
el compuesto fluorado 39 posee una baja actividad, similar a la del anilogo 36, no
funcionalizado en C-6, resultado que sugiere la incapacidad del flior de imitar la presencia

de un hidroxilo en esa posicién.

4.4. CONCLUSIONES.

En este capitulo se ha descripto la sintesis de los compuestos 36 y 37, hipotéticos precursores de 28-
homobrassinélido, segin la via de oxidacion tardia de/ C-6. Estos compuestos no han sido hallados
aun en la naturaleza; es probable que su presencia en los vegetales sea indetectable por los métodos

analiticos actuales, dada la baja concentracion de los 28-homobrassinosteroides en general.

La bioactividad observada para estos anilogos parece sugerir que, en efecto, pueden transformarse
en HBL, el producto final de la biosintesis, ya que el orden relativo de actividades sigue la secuencia
esperada.

Si esta interpretacion es correcta, los resultados implican que, en el sistema utilizado (arroz), estan
presentes las enzimas encargadas de efectuar la oxidacion del C-6. Se sabe que en Arabidopsis y
tomate esta enzima es un citocromo’ del tipo P450, que introduce primero un hidroxilo con confi-
guracion @, que luego es oxidado. Es de esperar que en otras especies vegetales funcionen procesos

similares.

En este trabajo encontramos, ademas, que el analogo 38, que posee un hidroxilo 6B, también es
activo. Esto puede indicar que la oxidasa no tiene una especificidad exclusiva por 60.-

hidroxibrassinosteroides.

Por otro lado, el anilogo fluorado 39 presenta una baja actividad, incluso menor que la del com-
puesto 36, no funcionalizado en C-6. Aparentemente, la presencia del flior impediria la accion de la
oxidasa, bloqueando, para este compuesto, el camino biosintético. Sin embargo, 39 es levemente
activo, lo que sugiere que tiene una actividad intrinseca. Este resultado es similar al observado en el
capitulo anterior para el compuesto fluorado 28, e introduce nuevamente la posibilidad de que la
respuesta generada por un brassinosteroide sea una combinacién de una actividad per se, junto con

la inducida por los productos de la biosintesis.
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En los dltimos 20 afios se han sintetizado una gran vartiedad de anilogos de BRs con multiples
modificaciones, tanto en el fragmento ciclico como en la cadena lateral. Una modificacién
particularmente interesante, es la introduccién de hidroxilos en posiciones no habituales. La sintesis
de estos brassinosteroides extrahidroxilados se justifica por dos motivos: por un lado, los BRs naturales
son estructuras polihidroxiladas, y se cree que estos grupos funcionales son los que permiten su
interaccion, mediante enlaces de hidrégeno, con los receptores biolégicos'; por otro lado, los
mecanismos de inactivacién # vivo de BRs implican hidroxilaciones que llevan a su degradacion.

En la Figura 5.1 se muestran algunos de los BRs extrahidroxilados sintetizados hasta el momento.

o o

Figura 5.1. Algunos brassinosteroides polihidroxilados

Se enconttd que la introduccién de un hidroxilo en C-14 o C-26 en la estructura del brassinélido
produce compuestos totalmente inactivos?, mientras que la hidroxilacion en C-25 o C-28 no altera
sustancialmente la actividad en el bioensayo de inclinacién de la limina de arroz.” Las diferencias

demuestran el efecto profundo sobre la actividad que produce este tipo de modificacion.

El anico 28-homobrassinosteroide extrahidroxilado obtenido hasta el momento es el compuesto
44, anilogo hidroxilado en C-5 de la 28-homocastasterona (HCS). Este compuesto fue sintetizado
de manera simultinea por el grupo de la Dra. Brosa en Barcelona’, y en nuestro laboratorio por el
Dr. Teme Centurién.” En ambos casos se observé que la sustitucién efectuada reduce la bioactividad

con respecto al compuesto natural, al ser evaluados en el bioensayo ILA en variedades distintas.
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HQ,,.

HO™"

A partir de un estudio de modelado molecular® se demostré que es posible la formacién de un
enlace de hidrégeno entre el hidroxilo introducido en C-5 y el de C-3. Esta situacion seria la
responsable de la disminucién de la bioactividad, pues impediria la unién del hidroxilo en C-3 con el

receptor de BRs, reduciendo la afinidad, y, asi, la bioactvidad.

a) b)
HWi\ HM\
o 0]
0 H O, -0
union con H H H

el receptor ‘_/ unidn
intramolecular

Figura 5.2. (a) En la HCS, el hidroxilo 3o participa en la unién con el receptor. [sta union esta impedida

en ¢l andlogo 44, debido al cnlace intramolecular con el hidroxilo Sa (b).

En esta tesis se decidié ampliar el estudio sobre los 28-homobrassinosteroides sustituidos en C-5,
para lo cual se sintetizaron, por un lado, los andlogos 5a-hidroxilados de HTE y HTY, compuestos

45 y 46, respectivamente.

Por otro lado, se sintetizaron los analogos 50-fluorados 47, 48 y 49.

116



ANALOGOS MODIFICADOS EN C-5

49 ° 4
En este capitulo se describirin sus sintesis y los estudios sobre los efectos biolégicos provocados
POT estos COMpuUestos.
5.1. SINTESIS DE ANALOGOS HIDROXILADOS EN C-5.

5.1.1. ANTECEDENTES

La estrategia elegida por Brosa y Teme Centuridn para la sintesis de 44 se resume en la Figura 5.3, ¢
implica la epoxidacion selectiva del doble enlace A® del estigmasterol, y la postetior apertura hidrolitica
del epoxido resultante en condiciones oxidantes, para generar un 50-hidroxi-6-oxo esteroide. La
eliminacién del grupo en C-3, y la posterior dihidroxilacién de Sharpless de los dobles enlaces A% y

A%, permiti6 obtener el anilogo buscado con un rendimiento global cercano al 10 %.

‘\\

L

Figura 5.3. Sintesis del anilogo 44 segin Brosay

Teme Centurién (Referencias 4 y 5)
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5.1.2. SinTESIS DE (22R,23R)-3p,5,22,23-TETRAHIDROXI-50-ESTIGMASTAN—6-ONA (45) Y

(22R,23R)-30,5,22,23-TETRAHIDROXI-50-ESTIGMASTAN-6-ONA (46).

Los nuevos andlogos 45 y 46 se obtuvieron adaptando la estrategia descripta anteriormente, donde

se incluyeron las modificaciones necesarias para introducir los grupos funcionales requeridos en el

anillo A.

La Figura 5.4 muestra la ruta sintética seguida para la obtencién del compuesto 45. Se prepard, a
partr de estigmasterol, el acetato 9, que se epoxidé regioselectivamente, utilizando la técnica descripta

en el capitulo 3. Se obtuvo asi una mezcla de los 5B,6B y 50,60~ epdxidos en proporcién 7:1

(compuestos 10 y 50 respectivamente).

Y = by

a) KMnO, / Fe(NO3);3 -9H,0 /
+BuOH /agua / CH,Cl,, ta.
b) Reactivo de Jones / acetona, ta..
C) MeOH / KzCO}, ta.
d) K,0s0, / K4Fe(CN)y / K,CO5 /
CI1,SO;N1I, /(DHQD),-Phal /
+BuOH / agua, ta

Figura 5.4. Sintesis del compucsto 45.

52 R=AcO —
Jc
53 R = HO

ld

OH

HO

118



ANALOGOS MODIFICADOS EN C-5

La apertura frans-diaxial de los oxiranos de 10 y 50 en el medio icido acuoso, dado por el reactivo de
Jones, genera el mismo compuesto 51, que se oxida #» sitw, dando el intermediario 52. Por este

motivo, no es necesaria la separacién previa de la mezcla de epéxidos.

La estructura de 52 se confirmé mediante espectroscopia de RMN. El espectro de '*C (Figura 5.5)
muestra una sefial correspondiente al carbonilo de C-6, en 212,1 ppm, ademas de una sola sefial a
80,3 ppm, lo que confirma la apertura del oxirano. Esa tnica sefial corresponde, segiin el espectro

DEPT-135, a un carbono terciario, que es lo esperado para el C-5.

g g 3 8
| | oo
Cc-6 CH,COO- Cs C3

L b gl 4’1 _

G R AR e e
0

[ v - K - ' IRES &
200 180 160 140 120 100 80 60 40
(ppm)

- —
i

Figura 5.5. Espectro de RMN-"C (125 MHz, CDCl,) del intermediario 52.

La estereoquimica de la fusién entre los anillos A y B se determiné a partir del espectro de 'H. El
primer indicio se obtiene del desplazamiento quimico del H-3@, el cual se encuentra a 5,03 ppm.
Teniendo en cuenta que en el compuesto 50-hidrogenado esta sefial se ubica a 4,65 ppm’, este
efecto de desapantallamiento puede explicarse si se acepta una interaccion diaxial entre el H-3ouy el
hidroxilo 5o (Figura 5.6)

Figura 5.6. El hidroxilo en C-5 modifica el desplazamiento
quimico del H-3a en el espectro RMN-1H de 52.
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Ademas, la senial del H-30. se presenta como un multplete compatible con una posicién axial. Esta

senal se encuentra superpuesta con la del H-23, por lo que es necesario sustraer esta Gldma. (Iigura

5.7).

Figura 5.7. 2) En ¢l compuesto 52, la sefal

nz 12+ il3a del H-3a se superpone con la del H-23.

a)
A A A “ / \/ \/\ﬂ A Lucgo de sustracr el espectro b), puede verse

la sefial del H-3a (c), que corresponde a un

by hidrégeno en posicion axial.
A “ “ A A A Ll espectro b) sc obtuvo a partir del compues-

to 22. (500 Mz, CDCI,)

H-3a
M
R e e e e e T N aaaa

Puede concluirse, entonces, que el compuesto 52 posee la fusién buscada rans entre los anillos A y
B

I.a hidrélisis del acetato 52, y la postedior dihidroxilacion asimétrica del doble enlace de la cadena

lateral permitié obtener el andlogo 42 con un rendimiento de 16 % a partir de estigmasterol.

La sintesis del analogo 46 puede plantearse facilmente a partir del compuesto 53, via una inversién
del hidroxilo en C-3 (Iigura 5.8).

Figura 5.8. Retrosintesis para el analogo 46.

L.a presencia de dos hidroxilos en el compuesto 53 plantea un problema de selectividad. Si bien, y tal
como se describid en la Seccién 2.2.3 del Capitulo 2, la inversién puede lograrse mediante una
reaccién de Mitsunobu, es muy posible que en esas condiciones, y debido a la estabilidad termodi-

nimica de la cetona insaturada resultante, se promueva la eliminacién del hidroxilo en C-5.
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La alternativa consiste en la sustitucién nucleofilica de un 3B-sulfonato, para lo cual se debia obte-
ner este sulfonato por reaccién selectiva del hidroxilo en C-3, ecuatorial y secundario, con menor
impedimento estérico para reaccionar que el hidroxilo terciario, axial, del C-5. Luego de varios
intentos, se encontrd que por tratamiento de 53 con cloruro de metansulfonilo a baja temperatura,
podia obtenerse, efectivamente, el producto requerido 54 con un rendimiento aceptable (83 %). La
Figura 5.9 muestra la ruta sintética seguida para la obtencion del anilogo 46 a partir del compuesto
53.

a) MsCl / Py, -20°C

b) i) HCOOK / 18-crown-6/DMF, reflujo.
ii) se agrega agua, 80°C.

¢) K,050, / K,Fe(CN)g / K,CO5 /
CH,SO;NH, /(DHQD),-Phal /
+BuOH / agua, ta

Figura 5.9. Sintesis del andlogo 46.

El metansulfonato 54 se trat6 con formiato de potasio y 18-crown-6, en DMF a reflujo, hasta que
por CCD se determiné su desaparicién. Un analisis por RMN-'H de la mezcla de reaccién mostrd
sefiales correspondientes a un 30-formil derivado, junto a productos de eliminacién. A esta mezcla
se agrego agua, y se continud el calentamiento por 8 horas mas. Se obtuvo asi el compuesto reque-
rido 55 con un rendimiento de 74 %, junto con un 14 % de la dienona 56, proveniente de la

eliminacién del grupo en C-3.

Por dldmo, se dihidroxil6 el doble enlace de la cadena lateral del compuesto 55, segiin las condicio-

nes habituales, para obtener el anilogo 46 con un rendimiento global de 9 %.

Las estructura de los andlogos obtenidos se confirmé, como siempre, por medio de espectrometria

de masas de alta resoluciéon (FAB), y espectroscopia de RMN mono y bidimensional.
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5.2. SINTESIS DE ANALOGOS FLUORADOS EN C-5.

5.2.1. ANTECEDENTES

En la literatura se encuentran dos estrategias que permiten preparar 50-fluoro-6-oxo esteroides

particndo dc sustratos A® insaturados:

a) Adicién de fluoruro de nitrosilo’: en este método, el fluoruro de nitrosilo se adiciona desde
la cara menos impedida del doble enlace A% se genera asi un 50-fluoro-6B-nitroso compuesto como
intermcdiario, que se oxida espontineamente en el medio de reaccién a una 50i-fluoro-6-nitrimina.

Este compuesto, una vez aislado, se hidroliza en presencia de alimina para dar el compuesto deseado.

'\.\

NOI?
—_—

R

Q

RO

F
NO NNO,

Figura 5.10.a. Adicion de fluoruro dc nitrosilo a alquenos
csteroidalcs.

b) Epoxidacion del doble enlace y posterior reaccién con trifluoruro de boro™: el trifluoruro
de boro actiia como acido dc Lewis, debilitando los enlaces C-O del epoxido, y simultineamente,
como fuente de fluoruro. Si se parte de un 5B,6B-epoxi esteroide, el ataque Zrans-diaxial sobre el
oxirano ocurre sobre el C-5, mas electrofilico, dando un 50-fluoro-6P-hidroxi esteroide, que debe

oxidarse en una segunda etapa.

BF,

RO
RO

Figura 5.10.b. Apcrtura dc un 58,68 cpéxido con BF,

LLa primera técnica implica un paso menos, pues en la segunda es necesario preparar el epéxido a
partr del alqueno A%, Otra ventaja es que el NOF presenta reactividad selectiva para dobles enlaces

ubicados en el fragmento ciclico frente a otros en la cadena lateral. Sin embargo, el fluoruro de
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nitrosilo es un gas a temperatura ambiente, con propiedades corrosivas que hacen inadecuado el
empleo del equipamiento habitual de laboratorio. Por otro lado, la preparacién de un epéxido con la
estereoquimica requerida por el método ii) puede efectuarse con buenos rendimientos, como se vio
anteriormente en la Seccién 3.1.3 del Capitulo 3.

Por este motivo, decidimos utilizar esta Gltima estrategia para la introduccién del flior en los analogos

a preparar.

Por otro lado, resulté interesante explorar una nueva alternativa, que si bien habia sido utilizada para

la fluoracion de esteroides, no se habia aplicado en la sintesis de compuestos fluorados en C-5:

o Obtencién de a-fluoro cetonas por fluoracion electrofilica’” de un enol derivado:

o} OR 0
f f f IIF+ " ? F
Figura 5.10.c. Fluoracion electrofilica de cetonas.

La selectividad y estereoquimica de la fluoracién es altamente dependiente de la estructura del
sustrato y de las condiciones de reaccidn, y su aplicacion a este caso particular se discutird mas

adelante

5.2.2. SINTEsIs DE (22R,23R)-5-FLUORO-3[3,22,23-TRIHIDROXI-50~-ESTIGMASTAN-6-ONA (47).
Este andlogo se preparé mediante las dos rutas que se decribirdn a continuacion:

RuTa A: Apertura nucleofilica de un epéxido. Se preparé el epéxido 10, y se traté con eterato de
trifluoruro de boro. La reaccién transcurrié ripidamente, y generd gran cantidad de productos, de
entre los cuales se aislaron y analizaron por espectroscopia de RMN los dos mayoritarios (Figura
5.11).

N S

BF,

AcO THF AcO’
10 OH

57

Thi

Figura 5.11. Reacci6n del epéxido 10 con BF5.
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El espectro de C del primero de ellos, el compuesto 57, aislado con un rendimiento del 77 %,
mostré que la introduccion del flior habia sido efectiva, pues se observoé claramente un doblete de
] =167 Hz centrado en 98,6 ppm (Figura 5.12), y correspondiente, segun el espectro DEPT-135, a
un carbono terciario. Por otro lado, el C-6 aparece como un doblete centrado en 73 ppm (carbono
oxigenado), y el valor de su constante de acoplamiento (35 Hz), es consistente con la estructura
propuesta. Pueden verse ademas, entre otros, los acoplamientos C-F con los carbonos 3y 19, lo que

confirma la posicién del flior.

- o~ - Lag}
. (=) o~ N -
g g 8 g2 goss 83
[ | | | il I~
CH,COO- Cs C6C3 C-19
= e 5
s ot o
T 1

1
J

o
e A e P R R an i) o]

ritpren Bl Al WAl o Mt
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
(ppm)

Viigrberstopegediers o fectoner T OO T O Y
190 180 170

Figura 5.12. Espectro de RMN-"C (50 MHz, CDCl,) del compuesto 57.

Por otro lado, y tal como se dedujo en otros casos, la estereoquimica de la unién entre los anillos A

y B se asign6 como #rans a partir de la multiplicidad del H-3 en el espectro de RMN- 'H.

il segundo compuesto aislado presenté un ién molecular de 470 unidades, igual que el del epoxido
de partida. En el espectro de RMN-"C no se encontraron sefiales correspondientes a carbonos
fluorados, pero si una sefial de carbonilo a 209,6 ppm. La elucidacién estructural completa demostréd
que se trataba del 6-ceto esteroide 58, cuya formacién como producto secundario (13 %), se justifica
admitiendo que el trifluoruro de boro cataliza la isomerizacion del epoxido, mediante una migracién

1,2 de hidruro’?, segun se muestra en la Figura 5.13.
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BF,

AcO

10

o

Figura 5.13. Formacién de la cetona 58 por reordenamiento del epéxido 10.

Esta es una reaccion tipica de ep6xidos aliciclicos”, pues en epéxidos rigidos, como los derivados
de esteroides, esta mas favorecida la apertura por fluoruro.
Simultineamente, se ensayaron distintos reactivos fluorantes para la apertura del ep6xido, cuyo uso
habia sido descrito en esta clase de transformaciones:
Con fluoruro 4cido de potasio™ (KFH,): las condiciones enérgicas necesarias para la reacciéon
(reflujo en etilenglicol), condujeron a un bajo rendimiento del compuesto 57, junto con una
gran cantidad de productos secundarios no identificados.
Con fluoruro de hidrégeno-piridina: en este caso, la reaccién es ripida y eficiente, incluso a baja
temperatura. El compuesto 57 se obtuvo en un 89 % de rendimiento, junto con un 5 % de la

cetona 58.

El compuesto 57 se oxid6 en condiciones suaves para generar la fluorocetona 59. La hidrolisis del
acetato en la condiciones usuales (KZCO3 /MeOH) dio el intermediario 60, que se sometié a una

dihidroxilacion asimétrica (Figura 5.14).

a) HF-Py / CH,Cl,, -12°C

b) PCC / CF;COOPyH*/ CH,Cl,, ta. l 4

c) McOH / K,CO3, ta.

d) K,0s0, / K Fe(CN), / K,CO; /
CH,SO;NH, /(DHQD),-Phal /
+-BuOH / agua, ta

Figura 5.14. Sintesis del anilogo 47.
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Se obtuvo asi el compuesto 47, analogo fluorado en C-5 de la 28-homoteasterona, con un rendimiento

total de 13 % desde estigmasterol.

Ruta B: Fluoracion electrofilica de compuestos carbonilicos. Ll concepto de fluoracién
electrofilica ha generado un considerable debate, porque parece implicar la cesién de electrones por
parte del fluor, el &tomo mas electronegativo.

Sin embargo, se han postulado mecanismos’’ que explican esta reactividad particular, donde no es

necesaria la formacién de especies positivas de flior:

-transferencia de electrones. la nueva unién nucledfilo-TF se forma en etapas discretas de transferencia de

electrones, involucrando, entonces, especies radicalarias.

XF + Nu —» XF” + Nu — X+ F-Nu

-ataque nucleofilico sobre el fluor. hay un desplazamiento concertado del grupo saliente unido al fldor,

quien no llega a desarrollar una densidad de carga positiva.

2

X—F + Nu ——» X + F-Nu
>/

La fluoracién electrofilica es utilizada desde hace dempo en la sintesis de esteroides’®. Sin embargo,
la alta reactividad de los reactivos empleados, tales como fluoruro de perclorilo (FCIO), hipofluorito

de trifluorometilo (CF,OF), e incluso fldor elemental, impidi6 el uso extendido de estas metodologias.

La aparicién comercial del difluoruro de xenén (XeF,), un sélido que puede utlizarse con relativa
seguridad’’, revivi6 el interés por sus eventuales aplicaciones sintéticas. Recientemente se han
desarrollado nuevos reactivos, colectivamente conocidos como agentes fluorantes NF, que poseen
un dtomo de flior unido a nitrégeno’; estos compuestos son solidos estables, de reactividad

moderada, con los cuales pueden lograrse fluoraciones electrofilicas selectvas.
Todos los reactivos mencionados son capaces de transformar enolatos, silil enol éters, enol acetatos
o enaminas en los respectivos compuestos O-fluoro carbonilicos. Decidimos, entonces, estudiar la

posibilidad de su uso para la preparacion del analogo 47 por fluoracién de un 6-oxo esteroide.

En primer lugar, se presenta el problema de la regioselectividad. Iis posible, a partir de un 6-oxo
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esteroide, generar dos enolatos distintos: un A* o un A® enolato. Es factible pensar que, si se trabaja

en condiciones de equilibtio termodinamico, se formara mayoritariamente el primero, mis estable.

En un primer intento, se traté el compuesto 4 con anhidrido acético, con icido perclérico como
catalizador, condiciones habituales para la preparacién de un enol acetato.”” Sin embargo, y luego
de horas de reflujo, sélo se obtuvo el acetato 58. El mismo resultado se obtuvo empleando acetato

de isopropenilo (con 4cido p-toluensulfénico como catalizador).

Ac,O / HCIO,
.\\ AcOEt \
o 4 p-TSA o 58

Figura 5.15. Intentos de obtencién del enol acetato del 6-oxo esteroide 4.

El carbonilo en C-6 parece presentar una baja tendencia a enolizar en estas condiciones. Sin embargo,
como se recordari del Capitulo 2, la enolizacion parecia posible en medio basico. Decidimos intentar,

entonces, la formacién de un enol sili éter como sustrato de la fluoracién.

El tratamiento de 58 con cloruro de trimetilsililo en trietilamina’®? a temperatura ambiente, no
llevo, tampoco, al resultado esperado. Fueron necesarias varias horas a reflujo para lograr obtener el
compuesto 61, con un rendimiento cercano al 73 %. Este compuesto resulté ser inestable, por lo

que se empled, sin purificacién previa, en la siguiente reaccion.

™~ >

MC3SiC] / Et3N
AcO reflujo AcO X
o 58 OsiMe; 61

Figura 5.16. Obtencion del enol sili éter del 6-oxo esteroide 58.

El compuesto 61 se disolvié en acetonitrilo y se trat6 con heptafluorodiborato de N-fluoropiridonio
(Figura 5.17). Luego de 24 horas de reflujo, sélo se produjo la reconversién del compuesto 61 en el

58. El mismo resultado se tuvo al intentar la fluoracién con triflato de N-fluoropiridonio.
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A X
I NP Y7 T0s0,CFy
F F
heprafluoroborato de triflato de
N-fluoropiridonio N-fluoropiridonio

Figura 5.17. Sales de N-fluoropiridonio.

Dada la labilidad del enol éter 61, es posible que su descomposicién proceda con mayor velocidad
que la reaccién de fluoracidn, si se tiene en cuenta la moderada reactividad de las sales de N-

fluoropiridonio.

Decidimos utilizar un agente fluorante mas reactivo. Se agregd, entonces, el compuesto 61 sobre
una solucion de difluoruro de xenon en diclorometano. Luego de 2 horas a temperatura ambiente
pudo obtenerse la fluorocetona 59 con un 72 % de rendimiento. La estereoquimica de la fluoracién
puede explicarse admitiendo ¢l ataque preferencial del XclF, por la cara o, menos impedida, del
esteroide, efecto ya descripto en la literatura” , y parece implicar que la reaccién no transcurre por

un mecanismo radicalario. (IFigura 5.18).

AcO

Figura 5.18. Fluoracién del intermediario 61 con XelF,. *

Por dltmo, el compuesto 59 se transformé en el analogo 47 tal como se describié anteriormente.

El rendimiento global de la ruta B result6 ser de un 6 %, inferior al 13 % logrado mediante la ruta
A. De todas maneras, sitve como ejemplo de las aplicaciones potenciales de la fluoracion electrofilica,

estrategia complementaria a las fluoraciones nucleofilicas usuales.
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5.2.2. SiNTESIs DE (22R,23R)-5-FLUORO-30(,22,23-TRIHIDROXI-50-ESTIGMASTAN-G-ONA (48).

La sintesis del analogo 50-fluorado de 28-homotifasterol (48), puede plantearse a partir del inter-
mediario 60. En este caso, a diferencia de lo discutido para el analogo 46, si puede pensarse en la
reaccién de Mitsunobu para la inversion de la configuracién del hidroxilo en C-3, como la alterna-
tiva mas adecuada. Esta reaccion requiere un acido organico, que actia simultineamente como
fuente de protones y como nucledfilo. La reacciéon sobre el intermediario 60, utilizando 4cido acé-

tico, transcurrié con buen rendimiento para dar el 30t-acetato 62.

~_ e

AcOH / PhyP

DIAD / benceno, t.a o

o 60 ° 62

H

HO

£

Figura 5.19. Inversion de la configuracion del C-3 del intermediario 60.

Pero cuando se intentd la hidr6lisis en las condiciones habituales (K,CO, / MeOH) para obtener el
correspondiente 30t-alcohol, se obtuvo un compuesto mayoritario 63, que present6 un ién moleculares
de 458 unidades de masa, 12 unidades mas que lo esperado. La caracteristica mas notable del espectro

de RMN de "C del compuesto 63 (Figura 5.20) era la ausencia de sefiales asignables a carbonos

fluorados.

~ (-3 A-

of o e -

& 8 § $ 8

I [ | |
C-6 c2 C23 c5 c3

|
|
| I J ' { ( l (
r T T T T - v T T T \ T v T ¥ T v ) v T T 1 v 1] v T Al T - ¥ T T T T T v T L T T T " T " T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
(ppm)

Figura 5.20 Espectro de RMN-"C (125 MHz, CDCIl,) del compuesto 63.
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Tampoco era visible el carbonilo caracteristico de un acetato, lo que indicaba que habia ocurrido la
hidrélisis del mismo. En la zona de los carbonos oxigenados aparecian dos sefiales, una a 66,4 ppm,
atribuible al C-3, y otra a 86,7 ppm, que segun el espectro DEPT-135, pertenecia a un carbono
terciario.

Mediante el espectro de RMN-'H (Figura 5.21) se confirmé la hidrélisis del acetato, pues no se
observoé el singulete caracteristico de su metilo en 2 ppm. En su lugar, aparecio, en 3,22 ppm, un
singulete, integrando para 3 H. El patrén de acoplamiento del H-3 demuestra, ademis, que la
unién de los anillos A y B sigue siendo #rans.

Estos datos, junto con la férmula minima obtenida a partir de la masa del i6n molecular determinada
con alta resolucion, permitié determinar la estructura del compuesto 63 (Figura 5.21). La asignacién
completa de todas las sefiales de los espectros 'H y "C, obtenida a partir de experimentos

bidimensionales, resulté consistente con la estructura propuesta.

-~ o
=N 3]
L] “
| .
-OCH,

|

|

H-22 H-23 H-3p
oz
LJ] My 1'!' | |‘| IA-!:'. ” _;I J..IL,:' \, /A.‘\l'P‘dL‘« )‘
T  RBE/S PR, 2R VR 1 BT\ R BN S e e s B s e e 2 mm e tn T et ; B s
5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 28 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4
(ppm)

Figura 5.21. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCI,) del compuesto 63.

Toda la evidencia presentada anteriormente indica que, en las condiciones empleadas para la hidrolisis
del acetato, ocurrié una sustitucién nucleofilica del fluoruro presente en el compuesto 62 por un

grupo metoxilo (Figura 5.22).

'\.\

K:CO,

. MeOH, t.a
AcO"

£

fo) 62

Figura 5.22. Sustitucién nucleofilica de fluoruro por metoxilo.
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Este resultado se discutira con mas detalle en el capitulo siguiente.

Dada la posibilidad de que la reaccién de desplazamiento del fluoruro estuviera relacionada con la
fuerza del medio bisico empleado para la hidrélisis del acetato, se intentd efectuar la misma en
condiciones mas suaves, reemplazando el carbonato por bicarbonato de potasio; pero, en este caso,
el compuesto 62 resulté inerte. Se decidid, entonces, realizar la inversiéon de Mitsunobu sobre el C-
3, esta vez con 4cido formico. Se obtuvo asi el 30-formiato 64, que pudo ser hidrolizado en
condiciones més suaves (KHCO, /MeOH), para dar el alcohol 65 con buen rendimiento, segin se
muestra en la Figura 5.23. Cabe destacar que, en estas condiciones, no se obtuvieron evidencias de
la formacién del compuesto 63. La dihidroxilacién de 65, en las condiciones habituales, permitié
obtener 48, el anilogo 50-fluorado de 28-homotifasterol, con un rendimiento de 8 % desde

estigmasterol.

0O 64 R = HCOO- :]
b
65 R =HO

a) HCOOH / Ph;P / DIAD / benceno, t.a

b) KHCO,/ McOH, ta.

C) KzOSO4/ K4FC(CN)6 / K2C03 / ]l}SO}NIlZ
/(DHQD),-Phal /#+BuOH / agua, ta

H

Figura 5.23. Sintesis del anilogo 48.

o) 48

5.2.4 StNTESIS DE (22R,23R)-5-FLUORO-20,301,22,23-TETRAHIDROXI-50-ESTIGMASTAN-6-ONA (49).

Para la obtencién del anilogo 49 se siguié una secuencia similar a la empleada por Brosa y Teme
Centurién para la sintesis del anilogo 44. El alcohol 60 se transformé en el correspondiente 3f-
mesiloxi derivado 66, que se traté con bromuro de litio a alta temperatura, con lo cual se favorecié

la eliminacién que condujo al alqueno 67. La confirmacion de que, en efecto, se obtuvo el alqueno
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A%, se obtuvo a partir de la asignacién completa de los espectros de 67 mediante técnicas
P

bidimensionales. Es interesante mencionar que en esta reaccion se obtuvo, como producto secundario

q » >
un compuesto que resulté ser el dieno conjugado 68 formado, posiblemente, a partir de 67 por una
B eliminacién de fluoruro de hidrégeno. Esta reaccién, poco habitual, esti favorecida posiblemente
por la formacién del sistema conjugado, y por la rigidez del sistema esteroidal, con el H-4 en una
posicién periplanar an#i con respecto al flior, 6ptima para la eliminacién (Figura 5.24). Existen

antecedentes®? de que catones tales como el Li* pueden promover la eliminacién de fluoruro.

> l:\
— +

067 c)68

e — o

F 0

Figura 5.24. Formacion de los alquenos 67 y 68.

La dihidroxilacién de los dobles enlaces de 67 condujo al compuesto buscado 49, analogo 50t-

fluorado de la 28-homocastasterona, segin se muestra en la Figura 5.25.

a) MsCl / py, ta.

b) LiBr / DMF, reflujo
b)K,050, / K Fe(CN); / KoCO;3 /
CH;3SO3NH, /(DHQD),-Phal /

+BuOH / agua, ta

Figura 5.25. Sintesis del analogo 49.
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Sin embargo, el rendimiento del paso de dihidroxilacién resulté inferior a lo habitual. Un anilisis
detallado mostré que, ademis de los subproductos normales de la reaccién (dioles 2,3p y 22.5,23),
se formaron otros compuestos. Se aisl6 y caracterizé el mis polar de ellos, que resulté ser el andlogo
50-hidroxilado 44. En el capitulo siguiente se discutird una posible explicacion para este resultado,

que parece relacionado con lo observado durante la hidrdlisis del acetato 62.

5.3. ACTIVIDAD BIOLOGICA

A continuacién se describiran los resultados obtenidos en los ensayos de bioactividad efectuados
sobre los analogos 50-hidroxilados 45 y 46, y los anilogos 50-fluorados 47, 48 y 49. Se incluyen las
actividades de los compuestos naturales correspondientes HTE, HTY y HCS, a fin de evaluar los

efectos provocados por los cambios estructurales introducidos.

5.3.1. ENSAYO DE INCLINACION DE LA LAMINA DE ARROZ (ILA):

En la Figura 5.26 pueden verse los resultados obtenidos en este ensayo. Como es habitual, cada
punto en los grificos resulta de promediar los dngulos medidos para 20 plintulas. En este caso, el

control de etanol indujo un dngulo de 15° £ 2°,

a b
150+ 1501
1204 1201
) o
3 907 35 904
o o
c c
v 60 ® 604
304 30
0 T - T Y 0 T v Y
1 10 100 1000 1 10 100 1000
dosis(ng) dosis (ng)
—-— oS - 44 —-0—49 -- 1Y —— 46 —— 48
Ha., :Ii\, ., :l;\/ Ha., C@} Cli\/ : l i\, (,\ l ],:j\,
HO' NG HO' N HO" ) HO" Ty HO" HO" TN
RS oS f Ro % £o

Figura 5.26. Ensayo ILA para HCS, HTY, y sus anilogos modificados en C-5.
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Tal como habia sido descrito por Brosa’ y Teme Centurién’, el andlogo 44 resulto ser sustancialmente
menos activo que el compuesto natural HCS (Figura 5.26.a). En el presente estudio se verifica el

mismo efecto entre el analogo 46 y HTY (Figura 5.26.b).

Por otro lado, los anialogos fluorados 48 y 49 resultaron poseer actividades comparables, o incluso
mayores, a las de los compuestos naturales. Desde el punto de vista de la accion bioldgica, un grupo

5a-flior se asemeja, entonces, a un 5a-H y no a un 5a-OH.

No puede extenderse esta comparacion a los andlogos de la HTE, puesto que no se observaron

diferencias significativas entre ellos (Iigura 5.27), dada la baja actividad que mostraron todos estos

compuestos.
90
o 60+
3
=]
c
]
JOﬂ
0 T T T
1 10 100 1000
dosis (ng)
- |1l —— 45 -O0—4"
) l..lf‘;\ [1 .[.Jf
! [LJ J
qu 4 g Ho” >~ & noJ ; g

Figura 5.27. Ensayo lLA para HTE y sus analogos modificados en C-5.

5.3.2. ENSAYO DE ELONGACION DEL EPICOTILO DE SOJA:

En la Figura 5.28 se muestran las longitudes promedio de epicotilos de soja luego de ser incubados

30
—_ -
E 25
E
°
2
@
§
2 15 | ‘I \ I |
10
CONT HCS 4 49 HTY 46 438

Figura 5.28. Elongacion de epicotilos de soja.
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Si bien la HCS es capaz de promover la elongacién de los epicotilos, ninguno de sus analogos
retiene esa propiedad. El andlogo fluorado 48, en cambio, es casi tan activo como el compuesto
natural del que deriva (HTY).

5.3.3. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DE MUTANTES BIOSINTETICAS DE ARABIDOPSIS THALIANA.

Nuevamente, el efecto sobre el crecimiento de las mutantes de£2 se evalué en luz y oscuridad. Los
compuestos se aplicaron, como es usual, 2 una concentracién de 10° M. La Figura 5.29 muestra que,
cuando la experiencia se realiza en condiciones de iluminacion, la introduccion de un hidroxilo (44)
o un flior (49) en el C-5 de la HCS disminuye la actividad del analogo resultante, si bien el efecto es
menos importante en el dltimo caso. Notablemente, el analogo fluorado 48 result6 ser muy activo,
hecho inesperado si se considera que el compuesto natural relacionado, HTY, no lo es. El resto de

los analogos, al igual que la HTE, no son activos

luz

longitud (mm)

CONT HCS 44 49 HTY 46 48 HTE 45 47

Figura 5.29. Efecto de los compuestos sintetizados sobre el crecimiento de la mutante det 2 de A. thaliana
en la luz.

Cuando la experiencia se realiza en la oscuridad, los resultados son muy diferentes (Figura 5.30)

oscuridad

longitud (mm)

0.0- 3 MEES Lotpl] { £ s M AU R
CONT HCS 44 49 HTY 46 48 HTE 45 47

Figura 5.30. Efecto de los compuestos sintetizados sobre el crecimiento de la mutante det 2 de A. thaliana
en la oscuridad.
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En primer lugar, tanto la HCS como sus analogos resultaron tener actividades comparables. Por
otro lado, la introduccién de un hidroxilo anula la actvidad en el caso de HTY, pero no de HTE,

observandose lo opuesto para la introduccion de un flior en estos mismos compuestos naturales.

5.4. CONCLUSIONES.

En este Capitulo se describi la sintesis de analogos modificados por introduccién de un flior o un
hidroxilo, en el carbono 5 de distintos 28-homobrassinosteroides naturales (HTE, HTY y HCS).

La introduccién de un 5at-hidroxilo se realizé mediante la adaptacién de estrategias ya utilizadas en
nuestro laboratorio. Por otro lado, para la fluoracion de esa posicion se exploraron tanto una secuencia
publicada previamente (apertura nucleofilica de ep6xidos) como otra novedosa (adicién electrofilica
de fldor). Durante el transcurso de la sintesis de los andlogos fluorados, se encontraron resultados
interesantes sobre la sustitucién nucleofilica del flior. Este punto se discutira mas detalladamente

en el Capitulo siguiente.

Los ensayos biolégicos muestran que, en general, la introduccion de un hidroxilo disminuye la
acuvidad con respecto a los correspondientes compuestos naturales. Los derivados fluorados no
muestran, en ese sentido, un comportamiento homogéneo, con una tendencia a presentar actividades
comparables a la de los BRs naturales.

Si bien todos los bioensayos utilizados se basan en la capacidad de los BRs para estimular el crecimiento
vegetal, es posible que los mecanismos fisiologicos, disparados a nivel molecular, sean distintos en
cada caso. Esto podria explicar por qué la actividad relativa de un compuesto natural y sus anilogos

no se repite a lo largo de los distntos ensayos.
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Durante la sintesis de los analogos fluorados en C-5 se observé un resultado inesperado: el tratamiento
del compuesto 62 en las condiciones que habitualmente se emplean para promover la hidrdlisis de
un acetato provocd, efectivamente, la hidrélisis del 30i-acetato, pero también la sustitucion del fluoruro
por un anién metdxido. La formacion del compuestos 63, donde se retuvo la configuracién del C-
5 (ver Figura 5.22 del capitulo anterior) sugiere, ademis, que la sustitucién involuctd a un intermediario

carbocatiénico.

Se admite habitualmente que, debido a la enetgia del enlace F-C, el fluoruro no es un buen nucleéfugo.
Por otro lado, se considera que la presencia de un carbonilo adyacente al carbono que sufre la
sustitucién haria poco probable una reaccién Sn1.” Por estos motivos, se decidié profundizar mas

sobre este resultado experimental poco habitual.

6.1. ANTECEDENTES

6.1.1 Sustitucién nucleofilica de fluoruro.

El enlace F-C presenta un comportamiento muy amplio frente a las sustituciones nucleofilicas, que
va desde la reactividad extrema del perfluoroisobuteno, hasta la inercia que caracteriza al poli-
tetrafluoroetileno (Teflon®). Estas diferencias deben atrdbuitse tanto a las caractedsticas estructurales

del compuesto organofluorado como al mecanismo por el cual procede la sustitucién.
Las sustituciones nucleofilicas de fluoruro pueden seguir tres tipos de mecanismos:

i) Adicién — eliminacion.
Si el flior esta unido a un carbono sp?, la sustitucién procede mediante un mecanismo de adicién —
eliminacién, con un intermediario de tipo carbaniénico. Es conocida la reactividad de los fluoruros

de vinilo frente a la reduccién con hidruros? o la sustitucién por alcoxidos’ (Figura 6.1).
P>=<0Et
. Fa F
P F ph_F A
N EO, ;>'—|—ost ). +
FaC F FC ¢
P>___<F
Fa OEt

Figura 6.1. Sustitucién de fluoruros de vinilo (Referencia 3).
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También se ha estudiado ampliamente el papel del flior en las sustituciones nucleofilicas aromaticas,

que proceden por un mecanismo similar.’

F cl F F I
NO, NO, NO,

e O

NO, NO, NO,

Figura 6.2. Sustitucion en fluoruros de anlo (Referencia 4).

Los estudios efectuados parecen demostrar que el paso limitante en estas reacciones es la adicién
del nucleofilo, proceso favorecido por la presencia del flior, dado su caricter electroatractor. De
esta manera se explica por qué los fluoruros suelen ser mucho mas reactivos que los demas

halogenuros en este tipo de reacciones.’

it) Si el flior unido a un carbono sp?, la sustitucién puede seguir un mecanismo tipo SN1 0 SN2, con
un espectro de estados de transicion, que depende del grado de ruptura del enlace C-F durante el
proceso.

El enlace IF-C(sp®) es muy polar (por la alta electronegatividad del flior) y muy fuerte. Se tienen
entonces dos efectos contrapuestos: el carbono unido al I es deficiente en electrones, y susceptible
al ataque nucleofilico, pero la ruptura del enlace C-F es altamente energética, y en general, desfavorable.
Ll segundo factor es mas importante en los fluoruros de alquilo, que suelen ser menos reactivos que
los demas halogenuros.

A excepcion de algunos estudios mecanisticos que utilizan moléculas simples (fluoruros de alquilo
o de bencilo®-”), son muy pocos los ejemplos de sustituciones nucleofilicas alifaticas de fluoruro que
pueden encontrarse en la literatura. Recientemente se describié uno interesante, donde durante la
sintesis de un inhibidor de glicosidasas, se observo, para sorpresa de los autores, la sustitucién de un

fluoruro secundario por hidracina®, mediante el mecanismo mostrado en la Figura 6.3.
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i) Sustitucién nucleofilica radicalaria: (SNr1): En este proceso hay transferencias discretas de
electrones (single electron transfer, o SET) que llevan a la disociacién homolitica del enlace C-F,

para dar, finalmente, un anién fluoruro y un radical, que reacciona propagando la cadena (Figura
6.4).

RNu RE” \

R" +F

RF RNU “4
Nu

Figura 6.4. Mecanismo de la sustitucién nucleofilica radicalada (Snr1).

Este mecanismo se favorece si el potencial de ionizacién del nucleéfilo y la afinidad electrénica del
sustrato son altas, y se han documentado varios casos de sustituciones de fluoruros aromaticos.” Sin

embargo, hasta la fecha se conoce sélo un ejemplo’?de sustitucién de un fluoruro alifitico (Figura
6.5).

F “C(CH3):NO, C(CH3)2NO;
ettt .

o)

+
Figura 6.5. Ejemplo de Srn1 de fluoruro (Referencia 10).

6.1.2 Efecto del solvente y catalizadores en la sustitucién de fluoruro.

Es bien conocido el efecto que tiene la solvatacion sobre la velocidad de las reacciones de sustitucion
de fluoruro. El anién fluoruro forma enlaces de hidrégeno muy fuertes, por lo tanto, al incrementarse
la capacidad de un solvente de actuar como dador de estos enlaces, se favorece la heterdlisis del

enlace C-F, aumentando la reactividad relativa de los fluoruros comparados con otros halogenuros.

R—F-H . 4 F-H
o —= R+ “oR

Por otro lado, la velocidad de la sustitucién puede verse incrementada, también, por la catalisis de
ciertos 4cidos de Lewis, como AIC, y BCl,. La energia del enlace Al-F o B-F parece ser la fuerza

que impulsa la ruptura del enlace C-F* "/

PhH
FCHCHZCl  ——= PhCH;CHCI
3
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6.2. POSIBLES MECANISMOS PARA LA SUSTITUCION OBSERVADA EN EL COMPUESTO 62.

En base a los antecedentes presentados, cabe preguntarse cual es el mecanismo mas probable para

la sustitucion en el compuesto 62, que dio origen al compuesto 63.

Parece poco factible una sustitucién que involucre un mecanismo radicalario, pues implicaria la
cesion de un electrén por parte del metdxido, un dador pobre de electrones. Cabe pensar, entonces,

en un ataque nucleofilico sobre el carbono.

La estereoquimica de la susttucion (retencién de la configuracion del C-5), sugiere un mecanismo
unimolecular, pues el ataque del nucledfilo ocurriria por la cara O, mas accesible, del carbocatién
formado.

Generalmente se admite que es poco probable un @-oxo carbocatién. Sin embargo, Creary
demostr6’? que la solvélisis de 0-oxo mesilatos terciarios se produce a través de un mecanismo SN1.
Aparentemente el efecto inductivo atractor de electrones del carbonilo, se compensa, en parte, con
una estabilizacién por resonancia. De esta manera, tales carbocationes serian tan estables como un

carbocation secundatio.
Ms O R 0 R ot
R . >+ 4 —> > _<
R R R

Como se discuti6 anteriormente, la formacion de tal carbocatién, por heterdlisis del enlace C-F, se
encontraria favorecida en un solvente dador de enlaces hidrégeno, como el metanol empleado en
esta reaccion.

Sin embargo, el tratamiento del 3B-alcohol 59, en Jas mismas condiciones de 1a hidr6lisis de 62, condujo
al alcohol 60, con buen rendimiento En la Figura 6.6 se muestra esa situacion en la cual, en las
mismas condiciones de hidrdlisis, el flior en C-5 se retiene en el producto, o se sustituye, dependiendo

de la configuracién del acetato.

AcO™

o 62 O 63

a) K2C03 / MCOI", t.a.

Figura 6.6. Sustratos similares conducen a distntos productos

144



REACTIVIDAD DEL FLUOR EN C-5

Esta reactividad diferencial sugiere un papel para el sustituyente en C-3 en el mecanismo de la

reaccién.

Planteamos, entonces, una hipdtesis que intenta explicar la aparente participacion del hidroxilo en
C-3.

En las condiciones empleadas ocurrirfa, en primer lugar, la hidrdlisis del 30i-acetato, el hidroxilo
libre resultante formaria un enlace de hidrégeno con el flior en C-5. El enlace de hidrégeno
intramolecular producirfa, de esta manera, el mismo efecto que el postulado en Ja literatura para las
moléculas de un solvente protico, favoreciendo la heterdlisis del enlace C-F y la formacién de un

intermediario carbocatiénico, que suftiria el posterior ataque por parte del metanol presente en el
medio. (Figura 6.7).

/.

— 63

Figura 6.7. Un enlace de hidrégeno intramolecular con el OH de C-3 seria
responsable de la reactividad del fluoruro en C-5.

Esta propuesta se sustenta en algunos hechos experimentales adicionales:

Durante la hidrélisis del compuesto 62 se detecté, mediante cromatografia gaseosa —
espectrometria de masas, la formacidn, y posterior desaparicion, de una pequefia cantidad del
alcohol 65, supuesto intermediado.

Al tratar el alcohol 65, obtenido de manera diferente (Seccion 5.5.2), en las mismas condiciones
de reaccién (KHCO, / MeOH), se observd la ripida transformacién del mismo en el producto
de sustitucion 63. Es interesante destacar que la conversion total del acetato 62 en el compuesto
63 necesité aproximadamente 5 horas, mientras que la conversion de 65 en 63 se completé en

10 minutos (Figura 6.8).

oS K,CO,

MeOH, ta.
HO

Figura 6.8. Sustitucion del fluoruro por metoxilo sobre el alcohol 65.
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Este mecanismo sencillo no explica el hecho de que la hidrélisis del 3a-formiato 64, en condiciones
menos bdsicas, conduce, exclusivamente, al alcohol 65 (Figura 5.23). Esta situacién muestra una
aparente dependencia de la sustitucién con la concentracién de metdxido, caracteristica de una
sustitucién bimolecular. Es posible que el mecanismo sea mas complejo que el presentado, su
elucidacién completa requerira aun mayor estudio. Sin embargo, resulta interesante analizar la

factibilidad de la formacién del enlace de hidrégeno intramolecular planteado en la Figura 6.7.

6.3 EL FLUOR COMO ACEPTOR DE ENLACES DE HIDROGENO.

Es un hecho demostrado la capacidad del idn fluoruro y del fluoruro de hidrégeno de actuar como
aceptores de enlaces de hidrégeno’’, y se admite que lo mismo es sucede con un flior unido a
carbono.

Sin embargo, esta afirmacién ha sido recientemente puesta en duda’ por Howard y colaboradores:
la mayor electronegatividad y menor polarizabilidad del fldor frente al oxigeno anularia la participacién
del flior organico en este tipo de enlaces. Estos autores analizaron las estructuras de rayos X de
1163 compuestos organofluorados y encontraron que en sélo un caso la distancia C-F—H-X es
compatible con un enlace de hidrégeno.

Resulta interesante, entonces, analizar, mediante métodos tedricos y experimentales, la posible
formacion de un enlace de hidrégeno intramolecular en el esteroide 65, como origen de la reactividad

observada para el fluor.

6.3.1. METODOS TEORICOS.

Dado el tamafio de la molécula en cuestién, para poder efectuar los cilculos con un costo
computacional aceptable, se estudi6 una subestructura del esteroide formada por los anillos A, By

C, considerando que seria un modelo adecuado para representar al compuesto 65.

En primer lugar se realiz6 una bisqueda conformacional 2 un nivel HIF/3-21G(d), tomando como
variable la orientacién del hidroxilo de C-3 con respecto al resto de la molécula. Se hallaron dos
estructuras que demostraron, mediante un analisis de sus modos normales de vibracién, ser minimos
energeéticos.

Estas estructuras fueron los puntos de partida para una optimizacién a un nivel B3LYP/6-31G(d,p),
adecuado para obtener geometrias confiables. Todos los cilculos se efectuaron con el programa

Gaussian 98W.” Las conformaciones halladas se muestran en la Figura 6.9.
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Figura 6.9. Energia potencial en funcién del angulo diedro ¢.
La curva se calcul6 a un nivel HF /3-21G(d). Las conformaciones de minima energia se optimizaron a un
nivel BALYP/6-31G(d,p)

Puede verse que, en la conformacion A, mas estable, la distancia entre el hidrégeno del hidroxilo y el
atomo de flior es de 1,97 A del flior, menor que la suma de sus respectivos radios de van der Waals
(2,67 A), lo que se considera un buen indicio de la existencia de un enlace de hidrégeno. El hidroxilo
y el flior forman, ademas, junto con los carbonos 3, 4y 5, un anillo de seis miembros, conformacién

energéticamente favorable.

En un intento por demostrar de manera mas estricta la existencia del enlace de hidrégeno, decidimos

aplicar a este caso la teoria de “4tomos en moléculas” (AIM).

La teoria de “4dtomos en moléculas”, desarrollada por R. Bader’’, es un formalismo que, a partir de
un analisis topoldgico de la densidad electrénica de una molécula p(r), define caracteristicas tales
como cargas atomicas o enlaces entre 4tomos.

En el marco de esta teorfa, los 4tomos son regiones del espacio delimitadas en funcién del gradiente
de la densidad electrénica Vp(r). Los dtomos definidos de esta manera son entidades cudnticas
independientes, y las propiedades calculadas para ellos son observables fisicas bien definidas. El
nucleo de un 4tomo se caracteriza por ser un maximo local de p(r). Cuando dos 4tomos interactian
entre si, existe un punto r. sobre la linea que une a los nicleos donde Vp(rpc) = 0, es decir, la

densidad de carga presenta un punto critico: se habla entonces de un punto critico de enlace, condicion
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que indica la existencia de un enlace entre los dtomos.

La teoria predice, ademads, una relacion entre la naturaleza de la interaccién vy el laplaciano de la
densidad de carga en el punto critico de enlace Vzp(rpc): si el enlace es covalente, el laplaciano de p(r)
en el punto critico es negativo, mientras que las interacciones electrostaticas estin caracterizadas

por un valor positivo de V-p(rpc).

La teoria de AIM se ha utilizado ampliamente en el estudio tedrico de complejos unidos por enlaces

de hidrégeno’”-"*

por lo que en este trabajo se tomé la estructura de la conformacién A, previamente
optimizada, y se calculé la densidad electrénica p(r) a un nivel BALYP/6-311+G(d,p). La inclusién
de funciones difusas y de polarizacién en la base empleada es necesaria para obtener una descripcion
precisa de la funcién de onda electrénica. Se hallaron luego los puntos criticos de la densidad

electrénica, y se determiné el valor del laplaciano en ellos.

Los resultados demuestran que la densidad electronica presenta, ademas de los esperados para cada
uno de los enlaces covalentes de la molécula, un punto critico de enlace en la linea que conecta al
hidrégeno del hidroxilo de C-3 con el flior. En este punto, la densidad electrénica es aproximadamente
10 veces menor que la correspondiente a un enlaces covalentes tipico (0,02 electrones / bohr®

versus 0,2 electrones / bohr’), compatble con una interaccién relativamente débil.

Ademas, el laplaciano de p(r) en ese punto es positivo (0,086 electrones / bohr’). Esto indica que, al
menos en teoria, existe un enlace formal entre los dos dtomos, y que el mismo presenta las

caracteristicas de una interaccién electrostatica, tipica de los enlaces de hidrégeno.

Por otro lado, se esimé la diferencia de energia libre entre las estructuras halladas, y la constante del

equilibrio entre las dos conformaciones.

Conformacién B Conformacidn A

Los calculos predicen que la conformacion preferencial es la A,. y que la proporcién de moléculas
con un enlace de hidrégeno intramolecular, frente a las que poseen el hidroxilo libre, es
aproximadamente 1400 a 1 (T'abla 6.1).

Sin embargo, debe recordarse que, en los cilculos efectuados, las moléculas se representan en el
vacio, sin interacciones con el medio. Para evaluar la influencia del solvente sobre el equilibrio, se
calcul6 la energia libre de solvatacién para cada conformacién, mediante el método COSMO, en

dos solventes distintos.
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Si bien estos valores son una aproximacion, se obtienen tendencias interesantes:
la solvatacion estabiliza en mayor medida a la conformacion B, pues el hidroxilo puede interactuar
mejor con el solvente. De esta manera, disminuye la proporcién relativa del conférmero A

frente al B.

este efecto es mds pronunciado cuanto mayor es la polaridad del solvente.

AG (vacio) AG Solv AG (CCly) AG Solv AG (McOH)
vaclio €
(CCL) (MeOH)
CONFORMACION A 1,5 528
-18,0 '12,6 '3y4
CONFORMACION B -13,0 67,5
Keq (vacio) Keq (CCL) Keq (MeOH)
14375 160,0 39

Tabla 6.1. Efecto de la solvatacion sobre el equilibrio entre las dos conformaciones estables. Los

valores de energia libre estin expresados en kj / mol.

Puede concluirse que, teéricamente, es posible la existencia del enlace de hidrégeno propuesto, y

que el mismo puede estar presente en metanol, solvente donde ocurrié la sustitucion del flaor.

Decidimos realizar, luego, un anilisis similar sobre el diol 55 (Figura 5.9), a fin de validar las
metodologias empleadas. En este caso es razonable plantear la formacion de un enlace de hidrégeno
entre los hidroxilos de C-3 y C-5.

Se realizé una bisqueda conformacional, considerando como variables las posiciones relativa de
ambos hidroxilos, y se hallaron cuatro conformaciones de minima energia (Figura 6.10).

A juzgar por las distancias OH-OH, en todas ellas parece haber un enlace de hidrégeno intramolecular.

Se optimiz6 la conformacion A a un nivel mis alto de teorfa, y, al aplicar la teoda AIM, se encontrd
la existencia de un enlace de hidrégeno, de naturaleza electrostidca (V zp(rP) = 0,01 electrones /
bohr?, entre los hidroxilos del C-3 y el C-5. Aunque el cilculo no se repitié para las demis

conformaciones, son de esperar resultados similares.
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Figura 6.10. Contornos de nivel de energia potencial relativa (en kJ / mol), en funcién de los angulos
diedros ¢ y ¢. El grifico se construy6 a un nivel HF / 3-21G(d). Se muestran las estructuras de los cuatro
minimos hallados (A-D) optimizados a un nivel B3LYP / 6-31G(d,p).

6.3.2. EVIDENCIA EXPERIMENTAL

En la seccién anterior se demostro que, en teoria, es posible la formacién de un enlace intramolecular
entre el hidroxilo y el flior en el compuesto 65. Nos preguntamos, entonces, si existia alguna evidencia
experimental directa que confirmara el analisis anterior.

Un método muy empleado para obtener este tipo de informacion es la espectroscopia de absorcion
infrarroja. Es sabido que la formacién de enlaces de hidrégeno puede modificar la frecuencia de las
vibraciones moleculares.” En particular, la frecuencia de estiramiento O-H se desplaza a mayores
longitudes de onda si el hidroxilo se encuentra asociado.

Se obtuvieron , entonces, los espectros IR de los compuestos 65 y 55 en solucién de tetracloruro de
carbono, solvente empleado en estos casos para favorecer la formacién de enlaces de hidrégeno

intramoleculares, y a varias concentraciones.
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Los espectros pueden verse en la Figura 6.11.
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Figura 6.11. Espectros IR de los compuestos 65 (a) y 55 (b) en CCl,, a distintas diluciones.

En el espectro del compuesto 55 (Figura 6.11.b) pueden observarse dos bandas de intensidad
comparables, con méximos en 3475y 3620 cm™, siendo esta ultima mas aguda. Se sabe que tanto un
30a-hidroxilo como un 50t-hidroxilo no asociados, aparecen como bandas agudas en la zona de 3600
- 3630 cm™. La banda més ancha, observada a mayores longitudes de onda, puede asignarse, entonces,
a un hidroxilo participando de un enlace de hidrégeno. La intensidad relativa de las bandas no se
modifica con la dilucién, lo que sugiere una asociaciéon intramolecular. Debe recordarse que los
modelos teéricos predicen que, a temperatura ambiente, todas las conformaciones preferenciales de
55 presentan un hidroxilo libre y otro asociado. Este resultado, y su interpretacién, son compatibles

con el trabajo clasico de Kuhn sobre enlaces de hidrégeno intramoleculares en ciclohexanodioles.?

Por otro lado, en el espectro de 65 (Figura 6.11.a) aparece una banda aguda en 3628 cm™, y otra,

mucho menos intensa, en 3441 cm™.

La primera de ellas puede asignarse al 30-hidroxilo libre, mientras que la segunda, por analogfa con
el caso anterior, es compatible con un hidroxilo asociado. La independencia de la intensidad relativa
con la concentracién indica, nuevamente, el caricter intramolecular de la unién. Los calculos
demostraron que s6lo una fraccién de las moléculas de 65 presenta un OH unido por un enlace de
H con el fluor, el espectro IR parece contener, entonces, sefiales de los dos conférmeros. (Figura
6.12).
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Figura 6.12. El espectro IR del compuesto 65 presenta sefiales
de los dos conférmeros.

6.4 CONCLUSIONES.

En este capitulo se describieron estudios preliminares que indican la posibilidad de que en el
compuesto 65 se forme, entre el hidroxilo en C-3 y el flior en C-5, un enlace de hidrégeno

intramolecular.

La evidencia mids directa proviene de los espectros IR, que pueden interpretarse a partir de los
modelos tedricos empleados. Este resultado es interesante en si mismo, puesto que, aunque
habitualmente se admite que el flior unido a carbono puede participar de este tipo de enlaces, se
han publicado muy pocos ejemplos inequivocos al respecto. Mas aun, existen varios estudios que
van en contra de esta posibilidad.

Recientemente, un trabajo tedrico de Richardson y colaboradores?” , predice que estos enlaces se
formarian sélo si la geometria del sistema es la 6ptima para que haya un contacto cercano entre el
flior y el grupo dador. En nuestro ejemplo, la restricciéon conformacional dada por la rigidez del

esqueleto esteroidal, podria contribuir a la estabilidad de este enlace.

Por otro lado, este enlace podria ser responsable de la reactividad poco habitual observada para ¢l
flior, resultado notable si se considera que la sustitucién nucleofilica parece transcurrir por un

mecanismo unimolecular, con formacién de un 0-oxo cabocatién.

A la luz de estos resultados resulta posible, también, explicar la formacién, durante la sintesis del
anilogo 49, del compuesto 50-hidroxilado 44 (Figura 5.25). Se sabe que, frente a una dihidroxilacién,
el doble enlace A? es mis reactivo que el A% Durante la dihidroxilacién de la dienona 67, se forma
primero el intermediario 68. Si es correcta la hipotesis presentada en este capitulo, el hidroxilo en C-
3 podria aumentar la reactividad del flior en C-5, promoviendo la solvélisis por el agua presente en
la reaccion (el #butanol, cosolvente en la reaccién de Sharpless, es mucho menos nucleofilico)

(Figura 6.13)
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a)K,050, / K4Fe(CN)g / K,COs /
CH,SO;NH, /@HQD),-Phal /
-BuOH / agua, ta

Figura 6.13. Formacion del compuesto 44 a partir del intermediario 68.

Resulta interesante notar, sin embargo, que la reaccién de sustitucion, en este caso, no se completa,
incluso luego de varios dias. Es posible que la naturaleza heterogénea de la dihidroxilacién (en
contraste con la reaccion homogénea en la que se solvoliza 62) tenga relacién con las diferencias

encontradas. La confirmacién de estas conjeturas requerird ain mayor estudio.
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CONSIDERACIONES FINALES

En este capitulo presentaremos una revisién de algunos resultados destacados de esta tesis sobre la

bioactividad particular de los compuestos sintetizados.

La BrosiNTEsIs DEL HBL PARECE SER SIMILAR A LADEL BL.

El 28-homobrassinélido (HBL) es el brassinosteroide natural de G, mads activo, que, aunque
minoritario en fuentes vegetales, es muy utilizado en investigaciones de laboratorio y agronémicas,
debido a su accesibilidad sintética. A diferencia del BL (ver Seccion 1.3), no se conoce fehacientemente
su origen biosintético, por lo que en esta tesis se han realizado algunos estudios al respecto.

En el Capitulo 2 se ha presentado una nueva sintesis para el HBL y para los otros tres 28-homoBRs
naturales conocidos: HCS, HTY y HTE. Estos compuestos serian precursores biosintéticos
inmediatos anteriores del HBL, en una ruta similar a la del BL. Esta conclusion se basa en el orden
relativo de actividad que estos compuestos presentaron en los distintos bioensayos efectuados,
situacién aniloga a la reportada por numerosos investigadores para el caso delos BRsde C ;. Enla

Figura 8.1 se muestra la biosintesis tentativa para los BRs de C_, que partirfa de sitosterol.

Sitosterol

l"'.

OH

W

HCS

Figura 7.1. Ruta biosintética propuesta para el
28-homobrassinélido.
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Considerando esta analogia entre los BRs de C,, y C,, es factible postular, también, una ruta de
oxidacién tardia del C-6 (Figura 8.2). En el Capitulo 4 se describi6 la sintesis de los compuestos 36
y 37, posibles integrantes de esta ruta biosintética alternativa. Si bien estos compuestos no han sido

hallados en fuentes naturales, ain no puede descartarse su existencia en los vegetales.

Sitosterol

Figura 7.2, Biosintesis propuesta para el HBL

HO:.. segun una ruta de oxtdacion tardia de! C6.

W

HO'

HO,,,
| HBL

HO™"

dn 37

En los Capitulos 2 y 4 hemos mostrado que la actividad relativa de estos compuestos, en el ensayo
11.A, aumenta segun el orden que cada uno ocupa en las rutas propuestas, es decir HBL. > HCS >
HTY > HTE y HBL > HCS > 37 >36.

Recientemente, el Dr. Ladislav Kohout del Instituto de Quimica Organica y Bioquimica de la
Academia de Ciencias de la Republica Checa, evalué la bioactividad de nuestros compuestos en el
ensayo de Elongacién del Segundo Entrenudo del Poroto (ESEP), y encontrd la misma tendencia.
Los investigadores que establecieron el orden de actividad de los precursores biosintéticos para la
serie de BRs de C,, asumieron la idea implicita de que sélo el producto final (BL) es activo, y, porlo
tanto, que la acuvidad medida para los precursores, en un bioensayo particular, se deberia a la
facilidad con que cada precursor puede transformarse ## o en dicho producto final durante el

bioensayo.

Para evaluar esta hipétesis, sobre los compuestos sintetizados por nosotros, en una segunda etapa
de esta tesis decidimos obtener anilogos de los posibles precursores del HBL, planteando cambios
estructurales que deberian modificar la capacidad de los compuestos para participar de los procesos

biosintéticos normales, con la consecuente alteracién de la actividad bioldgica observada.
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Por un lado, resulta interesante notar que el compuesto 38 presenta, en todos los bioensayos
efectuados, una actividad comparable a la del precursor 37, lo que parece indicar que la enzima
encargada de generar HCS a través de la oxidacién del C-6 de 37, no tiene especificidad por la

estereoquimica de esa posicion.

HOy,,

37 R =aOH
R 38 R =pBOH

HO™

EFECTOS PRODUCIDOS AL FLUORAR POSICIONES QUE PARTICIPAN EN LA BIOSfNTESIS.

Como los pasos biosintéticos implican hidroxilaciones y oxidaciones de distintas posiciones del
nucleo esteroidal, obtuvimos también andlogos donde se ocuparon algunas de estas posiciones por
atomos de fluor. Este reemplazo no modifica sustancialmente la geometria del analogo resultante
con respecto al compuesto original, pero puede alterar de manera importante sus propiedades fisicas
y quimicas. De esta manera, se obtuvieron los compuestos 27, 28 y 39, donde un flior reemplaza a

los hidroxilos de C-3 de HTY y HTE, o hidroxilo de C-6 del compuesto 37, respectivamente.

&H

Los resultados demuestran que el efecto de la sustitucion no es independiente de la estructura del
resto de la molécula: mientras que el reemplazo en los compuestos HTE y 37 disminuye
sustancialmente la actividad, el anilogo fluorado 27 retiene, a concentraciones altas, la actividad del

correspondiente compuesto natural 28-homotifasterol (HTY) (Figura 7.3).

En el caso del anilogo 28, su transformacién én vivo en HBL por la ruta biosintética mostrada en la
Figura 8.1, implica la oxidacion del C-3. Es posible que la deshidrogenasa encargada de este proceso
no pueda actuar sobre un carbono fluorado. Lo mismo ocutritia con la oxidasa responsable de
oxidar el C-6 de 39 en la segunda via. De esta manera, la prediccion establece que los anilogos

resultantes debetan ser inactivos.
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Figura 7.3. Ensayo ILA sobre andlogos fluorados de precursores biosintéticos.

Sin embargo, ambos compuestos retienen parte de la actividad. Esto puede explicarse de dos maneras
alternativas:
Las enzimas si pueden transformar a los analogos fluorados en compuestos mis activos,
aunque a una menor velocidad que los correspondientes sustratos naturales hidroxilados.
Los compuestos evaluados no pueden entrar en el camino biosintético, y la respuesta
fisiolégica medida se debe a una actividad per se, por unién directa con los receptores de
HBL.

En contra de la primera explicacion puede argumentarse que, en general, la alta energia del enlace
C-I en fluoruros de alquilo impide la oxidacién. Sin embargo, en esta tesis hemos visto ejemplos
donde el fluor presenta una reactividad quimica notablemente alta (en reacciones de eliminacién o
susttucion).

LLa segunda explicacién parece mis factible, aunque lleva a una conclusién interesante: si la respuesta
observada en un bioensayo se debe a una combinacién de la actividad intrinseca del compuesto
aplicado, y la producida por los subsecuentes productos de biotransformacién, se pone en duda, de
alguna manera, la utilidad de este tipo de experiencias para el desarrollo de modelos estructura —

actividad.

LA ACTIVIDAD DE LOS COMPUESTOS ES DEPENDIENTE DEL SISTEMA EMPLEADO PARA SU EVALUACION.

Como un ejemplo, puede analizarse la actividad de los anilogos sustituidos en C-5, una posicién,
que, ocupada por un hidrégeno en los BRs naturales, no esta implicada directamente en la biosintesis.
Sin embargo, la introduccién de un hidroxilo o un flior provoca modificaciones notables en la

bioactvidad, entre las cuales pueden mencionarse:

En el ensayo ILA, tanto HTE como sus anilogos, presentan una actividad baja y comparable. Sin

embargo, en ¢l ensayo ESEP, llevado a cabo por el Dr. Kohout, nuestros analogos sustituidos 45 y
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47 resultaron significativamente mas activos que el natural (Figura 8.4).

Por otro lado, en el ensayo 1LA, el anilogo fluorado 49 tiene una actividad comparable a la de la
HCS, pero el anilogo hidroxilado 44 es menos activo. En el ensayo ESEP, el compuesto fluorado es
menos activo que el natural, y el hidroxilado muestra un comportamiento complejo, donde no

parece haber una relacién clara dosis-respuesta (Figura 8.5).

ILA ESEP
50 >
707 —a—HTE
60 E 40 HD'
o 501 ~ N
3 5 301
@ 401 S / —&—45
[} )

30 @ 20 !
201 < ~
101 10 ,/-‘—. —v—47 -/(#)/

0 T T T 1 [+] T T g T T N 4
-5 4 3 -2 43 12 11 10 9 -8 7
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Figura 8.4. Ensayos sobre los analogos sustituidos en C-5 de HTE.
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Figura 8.5. Ensayos sobre los andlogos sustituidos en C-5 de HCS.

Esto demuestra que la actividad relativa es altamente dependiente del sistema biolégico empleado,
y por lo tanto, reafirma la idea de que es imposible obtener un modelo de relacién estructura-

actvidad extrapolable entre distintas especies vegetales.

Este resultado puede tener consecuencias importantes: generalmente, la bisqueda de analogos de

BRs apropiados para la aplicacién agrondmica, comienza con la evaluacién de los compuestos
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sintetizados en alguno de los bioensayos mencionados, especialmente el ILA, para anticipar, asi, su

comportamiento en cultvos.

OBTENCION DE UN ANALOGO SINTETICO MAS POTENTE QUE LOS COMPUESTOS NATURALES.

En los tltimos afios hemos comenzado un programa de investigacion, en colaboracién con el Dr.
Adaucto Pereira-Netto, del Departamento de Boténica de la Universidad de Parana, en Curitiba,
Brasil, sobre el uso de los BRs en técnicas de micropropagacion de especies vegetales de lento
crecimiento y de interés comercial.

En un estudio preliminar, se demostré que la aplicacién del anilogo fluorado 49 (Figura 5.25) es
capaz de incrementar la tasa de reproduccion de manzana (variedad marubakaido), a través de un
incremento del nimero de brotes formados en explantes jévenes. Notablemente, ni el anilogo
hidroxilado 44, ni la HCS, el compuesto natural del que derivan, son capaces de provocar el mismo
incremento. Ademas, el efecto sélo se observa para un rango especifico de concentraciones, como

se muestra en la Figura 8.6.

incremento del numcro de ramas laterales (%)

Dosis (ug) por explante

Figura 8.6. Efecto de algunos BRs sintetizados sobre la formacién de brotes en experiencias de
micropropagacion de manzana.

Como se vio anteriormente, el andlogo 49 es igual de activo que la HCS en el ensayo 1LLA, e incluso
menos activo en el ensayo ESEP. Esto es una clara demostracién de las limitaciones propias de los
bioensayos como herramientas para la generalizacion de resultados sobre la posible utilidad de los

BRs como agroquimicos.

BRASSINOSTEROIDES COMO HORMONAS VEGETALES: FACTORES A TENER EN CUENTA.
El modelo cominmente aceptado para el modo de accién de una hormona vegetal o animal es la
unién entre la hormona y un receptor, que desencadena una cascada de eventos que se traducen en

una respuesta fisiolégica mensurable; esa respuesta es, generalmente, dependiente de la concentra-

cidn de la hormona.
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Los complejos resultados obtenidos en los bioensayos con nuestros compuestos nos llevan a
considerar, en primer lugar, la posible diferencia entre la concentracién de hormona aplicada y la que
efectivamente se halla en la biofase que contiene al receptor en cada caso. Podria ocurrir que si se
agrega el compuesto a un medio de cultivo, o se incorpora a un tejido via inoculacién, se hagan
importantes los factores cinéticos relacionados con el transporte a través de membranas bioldgicas,
distintos para cada andlogo estudiado. No es sencillo corregir la respuesta medida cuando se encuentra

modulada por estos fenémenos desconocidos.

Por otro lado, si el numero de etapas que median entre la unién hormona—receptor y la respuesta
medida, es grande, pueden obtenerse relaciones dosis—respuesta cada vez mas complejas. En el caso

de los BRs, estas etapas apenas se conocen.

Hay otros factores a tener en cuenta, como la interaccién entre los BRs y otros reguladores endégenos
del crecimiento vegetal, tales como auxinas y citoquininas. Por ejemplo, la respuesta del ensayo ILA
hacia los BRs se incrementa notablemente si las plantulas son tratadas previamente con acido 3-

indolacético.

Recientemente se ha encontrado que, en el tomate, el BL y la sistemina (una péptido involucrado en
el mecanismo de defensa ante lesiones) comparten el mismo receptor, sin embargo, las respuestas
fisiol6gicas provocadas por cada hormona son muy distintas.

Ademas, aunque no hay evidencia directa, podria haber mas de un receptor de BRs en los tejidos

vegetales, que desencadenarian respuestas distintas.

Por dltimo, hay investigadores que proponen que es un error conceptual el intentar asimilar el
comportamiento de las fitohormonas al de las hormonas de arttépodos y mamiferos. Hay evidencias
de que la respuesta no esta modulada por cambios en la concentracién de hormona, sino por la
sensibilidad de un tejido particular a la hormona, cuya concentracién puede permanecer mis o

menos constante en el tempo.

Resulta claro, entonces, que es muy dificil extraer conclusiones vilidas a partir de los ensayos que
utilizan sistemas biolégicos complejos, sean plantulas enteras o partes de ellas. Es posible que, en el
futuro, la actividad de las hormonas vegetales en general deba evaluarse mediante experimentos
basados en procesos aislados, a nivel celular, o incluso molecular, donde sea mis claro el mecanismo

involucrado.
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8.1. GENERALIDADES

Uso de solventes anbidros y reactivos sensibles a la humedad.: los solventes utilizados fueron de calidad “para
andlisis” o superior, y se purificaron segin métodos descriptos en bibliografia. En todos los casos
las reacciones con solventes o reactivos sensibles a la humedad se llevaron a cabo con material de

vidrio previamente flameado y bajo atmésfera de nitrégeno o argén.

Cromatografia en placa delgada: se utilizaron cromatofolios de silica gel F,, de 0,20 mm de espesor,
sobre soporte de aluminio (Merck). Los sistemas de solventes empleados (técnica ascendente) se
indican en cada caso. El revelado se realiz6 por inmersion en solucién de H,SO, 5% (v/v) en etanol,
y posterior calentamiento, 0 por inmersién en una solucién 0,04 M de (NH ) Mo,0,,.4H,0, 3 mM
de Ce(SO),en H,SO,-H,0 (9:1), y posterior calentamiento.

Cromataografia en columna: se utiliz6 silica gel 60 de malla 230-400 (Merck). Los solventes de elucién se

indican en cada caso.
Puntos de fusidn: se determinaron con un aparato Fisher-Johns y no estin corregidos.

Resonancia magnética nuclear: los espectros de RMN se adquirieron con espectrémetros Bruker AC-
200 (Departamento de Quimica Ozginica, FCEyN, UBA, 2 200 MHz para'H y 50 MHz para”C),
Bruker AM-500 (LANAIS RMN-500, CONICET, a 500 MHz para 'H, 125 MHz para °C y 470
MHz para “F) o Bruker Avance (Menarini Ricerche SPA, Roma, Italia, a 376 MHz para F). Se
utilizaron los solventes deuterados que se indican en cada caso. Los desplazamientos quimicos de
'H y C se indican en partes por millén (ppm) respecto de la sefial de tetrametilsilano (TMS). Los
desplazamientos quimicos de "°F se indican en partes por millén (ppm) respecto de la sefial de
fluorotriclorometano (CCLF). Los patrones de acoplamientos se consideraron de primer orden, y
las constantes correspondientes se expresaron en Hz. Las sefiales se describen como s (singulete), 4
(doblete), # (triplete), g (cuarteto), dd (doble doblete), 4dd (doble doble doblete), 4¢(doble triplete),
dm (doble multiplete), sa (singulete ancho) y » (multiplete).

La asignacion de los espectros de RMN se realiz6, cuando fue posible, mediante comparacién con
datos publicados para compuestos estructuralmente relacionados. En otros casos fue necesario el
empleo de una combinacién de técnicas mono y bidimensionales: DEPT-135, correlacién
homonuclear (COSY-45), y correlacién heteronuclear (HETCOR).

Espectrometria de masa: Se utilizaron técnicas de ionizacién impacto electrénico (IE) e ionizacién por
bombardeo de itomos ripidos (FAB). Los espectros IE de baja resolucion se adquirieron en
espectrometros VG TRIO2 o Shimadzu QP5050 (LANAIS-EMAR, CONICET) a 70 eV. Los
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espectros FAB se adquirieron en un espectrometro VG ZAB-E (Mass Spectrometry Resource,
Washington University, St. Louis, USA) con un potencial de aceleracién de 8 kV. Se utlizaron NOBA,
3NBA-Li o NBA-Na como matrices, y la ionizacién se realizé por bombardeo de dtomos de Xe o
de Cs. Los espectros de masa de alta resolucién se adquirieron en un espectrometro VG ZAB-
SEQ4F (Mass Spectrometry Resource, Washington University, St. Louis, USA) con las mismas

matrices de ionizacién.

Espectroscopia IR los espectros IR se adquirieron con un espectrometro Nicolet Magna 550, en

solucién de CCl, (UMYMFOR - CONICET).

8.2. SINTESIS DE COMPUESTOS.

Las secciones siguientes describen la preparacion de los andlogos sintetizados, y de todos los
intermediarios. Se incluye, ademas, la caracterizacion de otros compuestos obtenidos en el marco
de las distintas aproximaciones sintéticas.

8.2.1. SINTESIS DE 28-HOMOBRASSINOSTEROIDES NATURALES (COMPUESTOS DEL CAPITULO 2).

(22E)-estigmasta-4,22-dien-3,6-diona (12).

POC /DM
24h, La.

estigmasterol

Se disolvieron 1,32 g (3,5 mmol) de PDC en 10 ml de DMI anhidra, y a esta solucion se agregaron
200 mg (0,5 mmol) de estigmasterol. La mezcla se mantuvo con agitacion, a temperatura ambiente
y bajo atmosfera inerte, durante 24 horas. Luego se volco sobre 100 mi de agua y se extrajo con
CH,CL,. La fase organica se secé y evaporé. La purificacién del residuo crudo por cromatografia en
columna (hexano / AcOEt 9:1) permitié obtener (22E)-estigmasta-4,22-dien-3,6-diona’ (12)
con un rendimiento del 68 %.

P.f.:103°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): ): 0,74 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27, 3H, 4, ] = 6,5); 0,81 (H-29, 3H, 4, ] =
7,4); 0,85 (H-26,3H, d, ] = 6,3); 1,02 (H-21, 3H, d, ] = 6,7); 1,16 (H-19, 3H, 5); 2,45 (H-2 ., 1H, m);
2,53 (H-2B, 1H,7);2,67 (H-7B, 1H,dd,] = 15,9y 4,1); 5,02 (H-23, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,15 (H-
22,1H,dd, ] = 15,1y 8,6); 6,17 (H-4, 1H, d, ] = 0,8).
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RMN-PC (50 MHz, CDCl): 12,0y 12,2 (C-18 y C-29); 17,5 (C-19); 19,0 (C-26); 20,9 (C-11); 21,0
y 21,1 (C-21y C-27); 24,0 (C-15); 25,3 (C-28); 28,6 (C-16); 31,8 (C-25); 33,9 y 35,6 (C-1 y C-2);
34,2 (C-8); 39,0 (C-12); 39,8 (C-10); 40,3 (C-20); 42,4 (C-13); 46,8 (C-7); 51,0 (C-9); 51,2 (C-24);
55,8y 56,7 (C-14y C-17); 125,4 (C-4); 129,8 (C-23); 137,7 (C-22); 161,0 (C-5); 199,4 y 202,2 (C-3
y C-0).

EM (1E): m/ g (int.rel.): 424 [M]* (10); 381 (10); 285 (7); 284 (12); 55 (100).

(22E)-50.-estigmasta-22-en-3,6-diona (13).

LS
A, (15% a.)
acelona
30 mh, 0°C.
o (o]
% 12

Se disolvieron 200 mg (0,5 mmol) de (22E)-estigmasta-4,22-dien-3,6-diona (12) en 10 ml de
acetona a 0°C, y se agregaron lentamente 1,5 ml de una solucién acuosa al 15 % de tricloruro de
titanio (1,46 mmol). Luego de 30 minutos, la mezcla se volc6 sobre 100 ml de s.s. de NaCl, y la fase
acuosa se extrajo con CH,Cl,. La fase organica se secé y evapor6. Al purificar el crudo resultante
por cromatografia en columna (hexano / AcOEt 95:5) se obtuvo (22E)-50-estigmasta-22-en-
3,6-diona’ (13) con un rendimiento de 89 %.

P.f.: 189°C

RMN-'H (500 MHz, CDCL,): 0,69 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27, 3H, 4, ] = 6,5); 0,81 (H-29, 3H, 4, ] =
7,4); 0,85 (H-26, 3H,d,] = 6,3); 0,96 (H-19, 3H, 4); 1,02 (H-21, 3H, d, ] = 6,7); 2,38 (H-7B, 1H, m);
2,40 (H-2B, 1H, 7); 2,58 (H-4B, 1H, m); 2,50 (H-50., 1H, 7); 5,02 (H-23, 1H, dd, ] = 15,1y 8,6); 5,15
(H-22, 1H, dd, ] = 15,1y 8,6).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,2; 12,2y 12,3 (C-18, C-19y C-29); 19,0 (C-26); 21,1 (C-11); 21,2y
21,7 (C-21y C-27); 24,0 (C-15); 25,4 (C-28); 28,7 (C-16); 31,8 (C-25); 37,0 (C-10); 37,4 (C-2); 38,0
(C-8); 38,1 y39,3 (C-1 y C-12); 40,4 (C-20); 41,3 (C-4); 42,9 (C-13); 46,6 (C-7); 51,2 (C-24); 53,5 (C-
9); 56,0y 56,7(C-14y C-17); 57,5 (C-5); 128,7 (C-23); 137,8 (C-22); 209,2 y 211,2 (C-3 y C-6).

EM (1E): m/ 7 (int.rel.): 426 [M*]; 383 (25); 328 (15); 313 (30); 55 (100).

La posterior eluciéon permitié obtener (22E)-5B-estigmasta-22-en-3,6-diona (14), con un
rendimiento de 6 %.

P.f.:177-178°C.

RMN-'H (500 MHz, CDCl,): 0,70 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27, 3H, d, ] = 6,5); 0,81 (H-29, 3H, ¢, ] =
7,4); 0,85 (H-26, 3H, 4,] = 6,3); 0,96 (H-19, 3H, 5); 1,02 (H-21, 3H, 4, ] = 6,7); 2,29 (H-7B, 1H, );
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2,42 (H-2B, 1H, 7);2,33 (H-4 B, 1H, m); 2,47 (H-5B, 1H, m); 2,66 (H-4¢¢, 1H, m); 5,02 (H-23, 1H, dd,
J=15,1y8,6);5,15 (H-22, 1H,dd, ]= 15,1y 8,6).

RMN-”C (125 MHz, CDCl)): 12,1,y 12,3 (C-18 y C-29); 19,0 (C-26); 21,1 (C-11); 21,2y 21,7 (C-21
y C-27); 22,5 (C-19); 23,9 (C-15); 25,4 (C-28); 28,5 (C-16); 31,8 (C-25); 35,7 (C-1); 36,5 (C-2); 36,8
(C-8); 38,3 (C-10); 39,4 (C-12); 40,0 (C-4); 40,4 (C-20); 41,0 (C-9); 42,7 (C-7); 43,1 (C-13); 51,2 (C-
24); 56,0 y 56,7(C-14 y C-17); 59,6 (C-5); 128,7 (C-23); 137,8 (C-22); 208,2 y 210,9 (C-3 y C-6).
EM (IE): m/ g (int.tel.): 426 [M*]; 383 (10); 328 (22); 313 (26); 55 (100).

(22E)-50-Estigmasta-2,22-dien-6-ona (6).

o 13

Se disolvieron 0.42 g (1,0 mmol) de (22E)-estigmasta-4,22-dien-3,6-diona (13) en 100 mi de
THI anhidro. Se agregaron 1,2 g de amalgama de zinc’, y 4 ml de cloruro de tetrametilsilano. La
mezcla se mantuvo con agitaciéon durante 12 horas a temperatura ambiente, bajo atmésfera inerte.
Se filtrd el sélido, y el solvente se evapord a presion reducida. El producto crudo fue purificado por
cromatografia en columna de silica (hexano / AcOEt 98:2). Se obtuvo asi (22E)-50.-estigmasta-
2,22-dien-6-ona’(6) con un rendimiento de 73 %.

P.f:111-112°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,69 (H-18, 3H, 5); 0.72 (H-19, 3H, s); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, ), 5,46
-5,76 (H-2 y H-3, 2H, m).

RMN-"C (50 MHz, CDCL,): 12,2y 12,3 (C-18 y C-29); 13,5 (C-19); 19,0 (C-26); 21,0y 21,1 (C-21 y
C-27); 21,8 y 21,8 (C-11 y C-4); 24,0 (C-15); 25,4 (C-28); 28,8 (C-16); 31,9 (C-25); 37,7 (C-8); 39,4
(C-1y C-12); 40,1 (C-10); 40,5 (C-20); 42,7 (C-13); 47,0 (C-7); 51,3 (C-24); 53,5y 53,9 (C-9 y C-5);
56,9y 55,9 (C-14y C-17); 125,0 y 124,6 (C-2y C-3); 129,6 (C-23); 138,1 (C-23); 212,0 (C-0).

EM (IE): m/g (int.rel.): 410 [M]* (15), 395 (44), 367 (17),312(9), 299 (7), 271 (16), 55 (100).

(32R,23R)-20.,30.,22,23-Tetrahidroxi-50.-estigmastan-6-ona (HCS, 28-homocastasterona).

K050,/ KFe(CN)g /
KZCOy/ CH SONH,
OHD), Phal / 1-BUOH / agua

13 dias, t.a.

La dihidroxilacion catalitica asimétrica (cuya técnica se describird en la seccion 8.2.5) de 520 mg
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(1,17 mmol) de (22E)-5a-estigmasta-2,22-dien-6-ona (6) permitié obtener (22R,23R)-
20,3 0,22,23-tetrahidroxi-50.-estigmastan-6-ona® (28-homocastasterona, HCS) con un
rendimiento de 69 %. La purificacién se efectué por medio de cromatografia en columna de silica,
con una mezcla CHCI, / AcCN (85:15) como solvente de elucién.

P.f.: 255 - 256°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCIl,/ MeOD 95:5): 0,70 (H-18, 3H, 5); 0,76 (H-19, 3H, 5); 2,71 (H-5¢, 44,
J=12,5y3,7),3,58 (H-22,1H,d, ] =9), 3,70y 3,72 (H-2P y H-23, 2H, m), 4,00 (H-3B, 1H, ).
RMN-"C (50 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 12,0y 12,0 (C-18 y C-21); 13,6 (C-19); 13,8 (C-29); 19,1
(C-28); 19,6 (C-26); 21,3 (C-27); 21,4 (C-11); 24,0 (C-15); 26,5 (C-4); 27,7 (C-16); 29,2 (C-25); 37,1
(C-20); 38,1 (C-8); 39,7 (C-12); 40,0 (C-1); 42,9 (C-10); 43,0 (C-13); 46,7 (C-24); 46,9 (C-7); 51,1 (C-
5); 52,5 (C-17); 53,9 (C-9); 56,8 (C-14); 68,2 (C-2); 68,4 (C-3); 72,6 (C-23); 74,5 (C-22); 213,9 (C-6).

(22R,23R)-20,30,22,23-Tetrahidroxi-B-homo-7-oxa-5 0t-estigmastan-6-ona. (HBL, 28-

homobrassinélido).

(CF3CO) 20/ H 202
G,

Ih, La.

6 HCS

A una solucién de (22R,23R)-20.,30.,22,23-tetrahidroxi-5 o.-estigmastan-6-ona (HCS) (210 mg,
0,4 mmol) en 10 mL de diclorometano a 0°C, se agregaron 2 ml de una mezcla 7:1 de anhidrido
trifluoroacético / peréxido de hidrégeno 30% (ac). Luego de 3 horas se agregé bisulfito de sodio
(s-s.) y se extrajo con AcOEt. El producto crudo se purificé por cromatografia en columna (CHCI,
/ AcCN 7:3), obteniéndose, en primer lugar (22R,23R)-20,30.,22,23-tetrahidroxi-B-homo-7-oxa-
50.-estigmastan-6-ona’ (28-homobrassinélido, HBL) con un rendimento de 79%.
P.f.:270-271°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,/ MeOD 95:5): 0,73 (H-18, 3H,); 0,91 (H-19, 3H, s); 3,15 (H-50, 44,
J=12,0y4,5); 3,58 (H-22, 1H, 4, ] = 9); 3,70 y 3,72 (H-2B y H-23, 2H, 7); 3,96 (H-3P, 1H, ); 4,11
H-7a,d, ]=5).

RMN-"C (50 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 12,0y 12,0 (C-18 y C-21); 13,8 (C-29); 15,5 (C-19); 19,1
(C-28); 19,6 (C-26); 21,3 (C-27); 22,4 (C-11); 24,5 (C-15); 27,7 (C-16); 29,2 (C-25); 31,4 (C-4); 37,1
(C-20); 38,4 (C-10); 39,3 (C-8); 39,7 (C-12); 41,2 (C-5); 41,3 (C-1); 42,6 (C-13); 46,7 (C-24); 51,4y
52,5 (C-14y C-17); 58,3 (C-9); 68,0 (C-2); 68,1 (C-3); 70,8 (C-7); 72,6 (C-23); 74,5 (C-22); 177,6 (C-
0).

Por elucién posterior se obtuvo el isémero (22R,23R)-2,3,22,23-tetrahidroxi-B-homo-6-oxa-

5a-estigmastan-7-ona‘ (8)con un rendimiento de 17 %.
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P.f:278°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCL,/ MeOD 95:5): 0,71 (H-18, 3H, ); 0,95 (H-19, 3H, 5); 2,50 (H-7a, 1H,
); 3,59 (H-22, 1H, d,] = 9); 3,70y 3,72 (H-2B y H-23, 2H, m); 3,96 (H-3B, 1H, n); 4,64 (H-50t, dd,
J=12,1y5,0).

RMN-"C (50 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): 11,7y 11,8 (C-18y C-21); 12,6 (C-19); 13,4 (C-29); 18,7
(C-28); 19,2 (C-26); 20,9 (C-27); 22,4 (C-11); 25,3 (C-15); 27,3 (C-16); 29,2 (C-25); 34,3 (C-4); 34,3
(C-8); 36,9 (C-20); 38,0 (C-7); 39,2 (C-1); 39,8 (C-12); 40,6 (C-10); 42,6 (C-13); 46,4 (C-24); 52,7 (C-
17); 55,4 (C-14); 57,8 (C-9); 67,8 (C-2); 68,8 (C-3); 72,3 (C-23); 74,2 (C-22); 79,3 (C-5); 176,2 (C-6).

(22E)-3B-Hidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona (4).

LAIHQ-BuO) y/ THF
Sh, -10°C

Se disolvieron 150 mg (0,37 mmol) de (22E)-50.-estigmasta-22-en-3,6-diona (13) en 25 ml de
THF. Se agregaron 130 mg de hidruro de tr-#butoxi aluminio y litio (0,5 mmol), y se mantuvo la
agitacién, a a -10°C, durante 5 horas. Se agregé s.s. de NaHCO,, se evapor6 el THF a presion
reducida, y se extrajo el residuo acuoso con diclorometano. El producto crudo se purificé por
cromatografia en columna de silica, obteniéndose (22E)-3 3 -hidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona’

(4) con un rendimiento de 93%.

P.f:189-190 °C

RMN-'H (200 MHz, CDCl): 0,67 (H-18, 3H, 5); 0,77 (H-19, 3H, ; 2,18 (H-7ct, 1H, dd, = 12,1y
2,2);2,30 (H-5a, 1H, 4d, | = 12,5y 4,0); 3,54 (H-3a, 1H, »); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, 7).
RMN-"C (50 MHz, CDCL): 12,0y 12,1 (C-18 y C-29); 13,2 (C-19); 18,8 (C-26); 21,1y 20,9 (C-21 y
C-27); 21,7 (C-11); 24,0 (C-15); 25,2 (C-28); 27,7 (C-16); 29,6 (C-2); 30,3 (C-25); 30,4 (C-4); 36,8 (C-
1); 38,3 (C-8); 39,7 (C-12); 40,3 (C-20); 41,3 (C-10); 42,9 (C-13); 46,8 (C-7); 51,1 (C-24); 54,0 (C-9);
57,0 (C-5); 55,2y 56,8 (C-17 y C-14); 70,2 (C-3); 129,2 (C-23); 138,2 (C-22); 212,6 (C-G).

EM (IE): m/ % (int.rel.): 428 [M]* (32); 410 (2); 286 (49); 55 (100).

(22R,23R)-33,22,23-Trihidroxi-5a-estigmast-22-en-6-ona (HTE, 28-homoteasterona).

K,050,/ K,Fe(CN)g /
KCOy / CH3S03NH, /
(DHQD ) Phal / 1BuOH / agua

10das,1.a
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La dihidroxilacién catalitica asimétrica de 210 mg (0,5 mmol) de (22E)-3 B -hidroxi-5o.-estigmast-
22-en-6-ona (4) permitié obtener (22R,23R)-3 3,22,23-trihidroxi-50-estigmast-22-en-6-ona (28-
homoteasterona, HTE)’con un rendimiento de 45%. La purificacién se efectu6 por medio de
una cromatografia en columna de silica, con una mezcla AcOEt / hexano 85:15 como solvente de
elucion.

P.f.: 208-209°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,69 (H-18, 3H, 5); 0,76 (H-19, 3H, 5); 2,18 (H-7¢, 1H, dd, J= 12,0y
2,2);2,31 (H-5a, 1H, dd, ] = 12,5y 4,0); 3,52 (H-3 &, 1H, 7); 3,58 (H-22, 1H, d, ] = 9); 3,72 (H-23,
1H,d,]=9).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,0y 12,1 (C-18 y C-21); 13,3 (C-19); 13,8 (C-29); 19,1 (C-28); 19,6
(C-26); 21,3 (C-27); 21,7 (C-11); 24,1 (C-15); 27,9 (C-16); 29,2 (C-25); 29,6 (C-2); 30,2 (C-4); 36,7
(C-1); 37,2 (C-20); 38,1 (C-8); 39,7 (C-12); 41,2 y 43,0 (C-10y C-13); 46,7 (C-24); 46,8 (C-7); 52,4
(C-17), 54,1 (C-9); 56,8 (C-14), 57,1 (C-5); 70,3 (C-3); 72,6 (C-23); 74,5 (C-22); 212,4 (C-6).

EM (FAB): m/% (int.rel.): 463 [M+1]* (84); 445 (32); 391 (100); 289 (32).

Formiato de (22E)-6-oxo0-50.-estigmast-22-en-3 0.-ilo (21).

DIAD/PhoP /
.benceno / HOOCH

24h Lt

A una solucién de (22E)-3 3 -hidroxiestigmast-22-en-6-ona(4) (1,17 g, 2,7 mmol), dcido férmico
(0,2 ml) y trifenilfosfina (1,17 g, 4,5 mmol) en 60 ml de benceno seco, se agregd, gota a gota,
azadicarboxilato de isopropilo (DIAD, 1,1 g, 5,5 mmol). Se mantuvo la agitacién a temperatura
ambiente por 24 horas en atmdsfera inerte, y se evapord el solvente a presion reducida. La purificacién
del producto crudo por cromatografia en columna de silica (hexano / AcOEt 95:5) permiti6 obtener
formiato de (22E)-6oxo0-50L-estigmast-22-en-3 a-ilo (21) con un rendimiento de 83%.

P.f: 184-185°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,69 (H-18, 3H, 5); 0,75 (H-19, 3H, 5); 2,31 (H-7¢, 1H,dd, J= 13,0y
4,3);2,59 (H-50., 1H, dd, ] = 12,1 y 3,0); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m); 5,27 (H-3P, 1H, 7); 8,03 (1H,
5, HCOO-).

RMN-"C(CDCl)): 12,2;12,2y12,4 (C-18, C-19y C-29); 19,0 (C-26); 21,1 (C-11); 21,1y 21,1 (C-21
y C-27); 24,0 (C-15); 25,0 y 25,3 (C-2 y C-4); 25,4 (C-28); 28,7 (C-16); 31,8 (C-25); 32,2 (C-1);
39,0(C-8); 39,4 (C-12); 40,4 (C-20); 41,3 (C-10); 42,8 (C-13); 46,8 (C-7); 51,2 (C-24); 52,4 (C-5); 53,8
(C-9); 55,9y 56,9 (C-14y C-17); 69,1 (C-3); 129,6 (C-23); 138,0 (C-22); 160,3 (HCOO-); 211,7 (C-
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6).

(22E)-3 0.-Hidroxi-50-estigmast-22-en-6-ona (22).

s, X
KzCO 3/ MeOH
ShtLa
HCOO™
o 21

Se disolvieron 1,05 g (2,3 mmol) de formiato de (22E)-6-oxo-50t-estigmast-22-en-30-ilo (21) en
100 ml de metanol y se agregd 1 g (7,2 mmol) de carbonato de potasio. La suspension se mantuvo
con agitacion a temperatura ambiente por 5 horas, se diluyé con 100 ml de agua y se extrajo con
cloruro de metileno. Luego de la purificacién por columna de silica (hexano / AcOEt 8:2), se
obtuvo (22E)-3a-hidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona’ (22) con un rendimiento de 92%.
P.f:191-192°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,75 (H-18, 3H, ); 0,81 (H-19, 3H, 5); 2,35 (H-70, 1H, dd, ] = 12,0y
2,1);2,74 (H-50, dd, J= 12,2y 3,4); 4,17 (H-3[3, 1H, »); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,0y 12,1 (C-18 y C-29); 12,4 (C-19); 18,8 (C-26); 21,0y 21,1 (C-21 y
C-27); 21,3 (C-11); 24,0 (C-15); 25,2 (C-28); 27,7 (C-16); 27,6 y 27,8 (C-2 y C-4); 30,3 (C-25); 32,0
(C-1); 38,4 (C-8); 39,7 (C-12); 40,2 (C-20); 41,9 (C-10); 43,0 (C-13); 46,9 (C-7); 51,1 (C-24); 52,1 (C-
5); 52,7y 56,9 (C-14y C-17); 53,8 (C-9); 64,9 (C-3); 129,1 (C-23); 138,1 (C-22); 214,6 (C-6).

EM (I1E): m/z (int.rel.): 428 [M]*(32), 410 (2), 286 (49), 55 (100).

(22R,23R)-3 ,22,23-Trihidroxi-5 0t -estigmast-22-en-6-ona (HTY, 28-homotifasterol).

K050, 1 K FE(CN)g /
KL Oy / CHySOyNH, /
(OHQD), Phal/ t-BuOH / agua

10das,t.a

I.a dihidroxilacién catalitica asimétrica de 210 mg (0,5 mmol) de (22E)-3 at-hidroxi-5 t-estigmast-
22-en-6-ona (22) permid6 obtener (22R,23R)-3 0,22,23-trihidroxi-5 0t -estigmast-22-en-6-ona (28-
homotifasterol)’ con un rendimiento de 42%. La purificacion se efectué por medio de una
cromatografia en columna de silica usando una mezcla AcOEt / hexano 85:15.

P.f.: 240 - 241°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCL,): 0,69 (H-18, 3H, 5); 0,76 (H-19,3H, ;2,33 (H-7c, 1H,dd, J= 12,1y
2,0);2,76 (H-50.,dd, J= 12,2y 3,4); 3,58 (H-22,1H, 4, ] = 9); 3,72 (H-23, 1H, d, ] = 9); 4,15 (H-3[,
1H, ).
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RMN-"C (50 MHz, CDCl): 12,0 12,0y 12,4 (C-18, C-21 y C-19); 13,8 (C-29); 19,1 (C-28); 19,6
(C-26); 21,3 (C-11); 21,3 (C-27); 24,0 (C-15); 27,6 y 27,9 (C-2y C-4); 27,7 (C-16); 29,2 (C-25);
31,9 (C-1); 37,2 (C-20); 38,4 (C-8); 39,7 (C-12); 41,9 (C-10); 43,0 (C-13); 46,7 (C-24); 46,9 (C-7);
52,0 (C-5); 52,7y 56,9 (C-14 y C-17); 53,9 (C-9); 64,9 (C-3); 72,5 (C-23); 74,5 (C-22); 214,6 (C-6).
EM (FAB): m/% (int.rel.): 463 [M+1]* (75), 445 (100), 391 (15), 289 (21).

Metansulfonato de (22E)-6-oxo-50t-estigmast-22-en-3 3 -ilo (20).

MQa /Py
1h La

HO' 4 MO 20
0

Se disolvieron 500 mg de (22E)-3 [ -hidroxi-50i-estigmast-22-en-6-ona (4) en 7 ml de piridina, y
se agregaron 0,2 ml de cloruro de metansulfonilo. Luego de 1 hora de reaccién a temperatura
ambiente, la mezcla se volco sobre una solucion acuosa al 5% de HCL. Se extrajo con CH,Cl, y se
purificé el producto crudo mediante cromatografia en columna (hexano / AcOEt 9:1). Se obtuvo,
asi, metansulfonato de (22E)-6-oxo-50.-estigmast-22-en-3-ilo’(20) con un rendimiento de
95%.

P.f.:149°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl)): 0,69 (H-18, 3H, s); 0,79 (H-19, 3H, 5); 2,18 (H-7, 1H, dd, J= 12,1 y
2,2);2,32 (H-50, 1H, dd, ]= 12,5y 4,0); 3,03 (CH,SO,-, 3H, 5); 4,65 (H-3a, 1H, 7); 5,10 (H-22 y H-
23, 2H, m).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,0, 12,1y 12,6 (C-18, C-19 y C-29); 18,7 (C-26); 21,1 y 20,8 (C-21y
C-27);20,9 (C-11); 23,7 (C-15); 25,1 (C-28); 27,0 Y 27,9 (C-2 y C-4); 28,4 (C-16); 31,5 (C-25); 36,0
(C-1);37,5(C-8); 38,5 (CH,SO,-); 39,0 (C-12); 40,1 (C-10); 40,2 (C-20); 42,5 (C-13); 46,1 (C-7); 50,9
(C-24); 53,2 (C-9); 56,4 (C-5); 55,9 y 55,6 (C-17 y C-14); 80,9 (C-3); 129,2 (C-23); 137,6 (C-22);
208,8 (C-6).

EM (IE): m/ g (int.rel.): 506 [M]* (12); 463 (3); 394 (34); 55 (100).

(22E)-3 a,5-Ciclo-50-estigmast-22-en-6-ona. (3).

KO, / 18-gowm-6

DMSO / DMF
1h. ts.

Se disolvieron 95 mg (0,18 mmol) de metansulfonato de (22E)-6-oxo-50.-estigmast-22-en-3 -
ilo (20) en 8 ml de una mezcla de DMSO y DMF (1:1). Se agregaron 490 mg (1,84 mmol) de 18-
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crown-0, y 40 mg (0,55 mmol) de superéxido de potasio. Una vez que el sélido desaparecié
(aproximadamente 1 hora), se agregd agua y se acidificé con HCl 1M. La mezcla se extrajo con
diclorometano, y se secé y evapor6 la fase organica. Luego de purificar el crudo de reaccién por
cromatografia en columna (hexano / AcOEt 95:5), se obtuvo un producto principal (85%) que
resulto ser (22E)-3,5-Ciclo-50t-estigmast-22-en-6-ona.’

P.f.:99-100°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl): 0,29 (H-40., 1H, dd, | = 7,8y 4,7); 0,52 (H-4B, 1H, 1, ] = 3,9); 0,74 (H-
18, 3H, 5); 1,01 (H-19, 3H, 5); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 11,6 (C-4); 12,2 (C-18y C-29); 19,0y 21,2 (C-21 y C-27); 19,7 (C-19);
21,1 (C-26); 22,9 (C-11); 24,1 (C-15); 25,4 (C-28); 25,9 (C-2); 28,9 (C-16); 31,9 (C-25); 33,4 (C-1);
34,8 (C-3); 35,3 (C-8); 39,6 (C-12); 40,5 (C-20); 42,6 (C-5); 44,8 (C-7); 46,1 (C-9); 46,3 (C-10 y C-13);
51,2 (C-24);55,9y57,1 (C-14y C-17);129,5 (C-23); 138,1 (C-22); 209,7 (C-0).

EM (1E): m/ % (int.rel.): 410 [M]* (100); 395 (11); 367 (33); 312 (9); 271 (36).

8.2.2. SfNTESIS DE ANALOGOS FLUORADOS EN C-3 (COMPUESTOS DEL CAP{TULO 3).

(22E)-6,6-(Etilenditio)-3 3 -hidroxi-50t-estigmast-22-eno (24).

HSCH,CH,SH
BF3-E1,0/CH Q,
18h ta

Se disolvieron 700 mg (1,6 mmol) de (22E)-3B-hidroxi-50t-estigmast-22-en-6-ona (4) en 10 ml
de CH,(,, se agregaron 0,25 ml de etanodidol y 0,1 ml de eterato de trifluoruro de boro. Se mantuvo
la agitacion durante 18 horas a temperatura ambiente, y se agregaron 30 ml de NaOH 2%. La fase
orginica se lavé tres veces con agua, se sec6 y evaporé. El producto crudo se purificé por
cromatografia en columna (hexano / AcOEt 7:3) y se obtuvo (22E)-6,6-(etilenditio)-3-hidroxi-
50.-estigmast-22-eno con un rendimiento de 96%.

P.f:103°C

RMN-'H (500 MHz, CDCl,)): 0,70 (H-18, 3H, s); 0,96 (H-19, 3H, s); 3,65 (H-3x, 1H, »); 3,03 - 3,30
(-SCH,CH,S-, 4H, m); 5,02 (H-23, 1H, »);. 5,15 (H-22, 1H, m).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,2y 12,3 (C-18 y C-29); 15,1 (C-19); 19,0 (C-26); 21,0 y 21,2 (C-21

v C-27); 21,1 (C-11); 24,2 (C-15); 25,3 (C-28); 28,8 (C-16); 31,3 (C-2); 31,8 (C-25); 33,5 (C-4); 35,1

(C-8); 38,1 (C-10); 38,5 (C-1); 38,7 y 40,7 (-SCH,CH,S-); 39,7 (C-12); 40,4 (C-20); 42,5 (C-13); 51,2
(C-24); 52,6 (C-7); 53,2 (C-5); 53,8 (C-9); 55,6 y 56,0 (C-14 y C-17); 71,8 (C-3); 72,2 (C-6); 129,4 (C-
23);138,1 (C-22).
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EM (IE): m/ (int.rel.): 504 [M]* (2); 443 (1); 411 (1); 393 (1); 349 (1); 149 (8); 44 (100).

Metansulfonato de (22E)-6,6-(Etilenditio)-5 0-estigmast-22-en-3 3 -ilo (25).

MQ /Py
3h,La,

S

o A
Se disolvieron 650 mg (1,3 mmol) de (22E)-6,6-(Etilenditio)-3B-hidroxi-5a-estigmast-22-eno

(24) en 15 ml de piridina. Luego de completada la disolucion se agregaron 0,4 ml de cloruro de

25

metansulfonilo. L.a mezcla se protegié de la luz y se dejé con agitacion durante 3 horas a temperatura
ambiente. La reaccion se virtié sobre una solucién acuosa de HCl al 5%. La mezcla resultante se
extrajo con CH,Cl,, la fase orginica se secé y evapord. El producto crudo se purificé por
cromatografia en columna (hexano / AcOEt 85:15), obteniéndose metansulfonato de (22E)-6,6-
(etilenditio)-5 a-estigmast-22-en-3-ilo (25) con un rendimiento de 94%.

P.f.: 78-80°C.

RMN-'H (500 MHz, CDCl,): 0,70 (H-18, 3H, 5); 0,98 (H-19, 3H, s); 3,01 (CH,SO,-, 3H, 5); 3,03 -
3,30 (-SCH,CH,S-, 4H,m); 4,66 (H-3a, 1H, m); 5,02 (H-23, 1H, m);. 5,15 (H-22, 1H, m).

RMN-"C (125 MHz, CDCIl,): 12,2y 12,2 (C-18 y C-29); 15,0 (C-19); 19,0 (C-26); 21,0 (C-11); 21,0
y 21,2 (C-21y C-27); 24,2 (C-15); 25,3 (C-28); 28,7 (C-2); 28,7 (C-16); 30,4 (C-4); 31,8 (C-25); 35,0
(C-8); 37,9 (C-10); 38,4 (C-1), 38,8 (CH,SO,-); 38,9 y 40,7 (-SCH,CH,S-); 39,6 (C-12); 40,3 (C-20);
42,5 (C-13); 51,2 (C-24); 52,4 (C-7); 53,0 (C-5); 53,6 (C-9); 55,5 y 56,0 (C-14y C-17); 71,4 (C-6); 82,3
(C-3); 129,4 (C-23); 138,1 (C-22).

EM (1E): m/z (int.rel.): 582 [M]*(0,5); 486 (3); 458 (1); 393 (6); 279 (8); 149 (60); 43 (100).

(22E)-6,6-(Etilenditio)-3 0.-fluoro-50t-estigmast-22-eno (26).

Método 8)
(n-BupN'F | THF AN
18 h, refivjo

Método b)
KF / 18-gown-6
AcCN

B e,
S 18
S_J 25 oo X_T 2

Método a)
Se disolvieron 180 mg (0,3 mmol) de metansulfonato de (22E)-6,6-(etilenditio)-50.-estigmast-
22-en-3P-ilo (25) en 10 ml de una solucién 1M de fluoruro de tetrabutilamonio en THF. La mezcla

se reflujé en atmosfera de nitrégeno durante 18 horas. Se llevé a temperatura ambiente, se evapord
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el solvente a presidn reducida y se purificé el producto crudo por cromatografia en columna (hexano
/ AcOEt 96:4). Se obtuvo (22E)-6,6-(etilenditio)-3 o-fluoro-5at-estigmast-22-eno (26) con un
rendimiento de 62 %.

P.f.:92C

RMN-'H (500 MHz, CDCl,): 0,71 (H-18, 3H, 5); 0,93 (H-19, 3H, 5); 3,03 - 3,30 (-SCH,CH,S-, 4H,
7); 4,92 (H-3B, 1H, dm, ?],,.= 48,7); 5,02 (H-23, 1H, m);. 5,15 (H-22, 1H, m).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,2y 12,3 (C-18 y C-29); 14,1 (C-19); 20,3 (C-11); 20,6 y 21,0 (C-21
y C-27); 24,2 (C-15); 25,3 (C-28); 26,9 (4, C-2,7%] . = 21,7); 28,7 (C-16); 29,3 (4, C-4,7] . = 19,7);
31,8 (C-25); 34,5 (C-1); 35,0 (C-8); 38,4 (C-10); 38,9 y 40,7 (-SCH,CH.§-); 39,6 (C-12); 40,4 (C-20);
42,5 (C-13);47,9 (C-5); 51,2 (C-24); 52,5 (C-7); 53,6 (C-9); 55,5y 55,9 (C-14y C-17); 72,0 (C-6); 89,7
(d,C-3,"],..=166,9); 129,4 (C-23); 138,1 (C-22).

RMN-"F (470 MHz, CDCl,): -181,0 ().

EM (IE): m/ % (int.rel.): 506 [M]* (27); 486 (3); 445(4); 393(14); 273 (7); 83(84); 55 (100).

EMAR (1E): Calculado para C, H,S,F [M]*: 506,3416, hallado 506,3416.

Método b)

Una solucion de metansulfonato de (22E)-6,6-(etilenditio)-50t-estigmast-22-en-3 B -ilo (25), en
AcCN anhidro (45 mg en 10 ml), conteniendo 26 mg de 1,4,7,10,13,16-hexaoxaciclooctadecano
(18-crown-6) y 50 mg de fluoruro de potasio, se reflujé durante 18 horas. Se evapor6 el solvente y
se purificé el producto crudo como se describié anteriormente. Se obtuvo (22E)-6,6-(etilenditio)-

3a-fluoro-50-estigmast-22-eno con un rendimiento de 60 %.

(22E)-3 a.-Fluoro-50.-estigmast-22-en-6-ona (27).

Méiodo 8

DAST/ G e _
10 min, -78°C

Métado b)
Mel/ MoOH / agua
Il 24 h, rujo

Método a)
Sobre una solucién de DAST (0,49 g, 3,0 mmol) en 3 ml de cloruro de metileno a—78°C, se agregaron,

gota a gota, 430 mg (1,0 mmol) de (22E)-3B -hidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona (4) disueltos en

180



PARTE EXPERIMENTAL

18 ml de cloruro de metileno. Despues de 10 minutos, la mezcla se retiré del baio, y cuando alcanzé
la temperatura ambiente se volcé sobre agua. Se separé la fase orginica, que se lavé con bicarbonato
de sodio, se secé y evapord. La purificacién del producto crudo por cromatografia en columna de
silica permitié obtener (22E)-30.-fluoro-50t-estigmast-22-en-6-ona con un 57% de rendimiento.
P.£:156-157°C

RMN-'H: (500 MHz, CDCl,): 0,68 (H-18, 3H, ); 0,73 (H-19, 3H, 5); 0,79 (H-27 3H, 4, ] = 6,5); 0,81
(H-29 3H, 4] =7,4); 0,85 (H-26 3H, d, ] = 6,3); 1,02 (H-21 3H, d,] = 6,7); 2,31 (H-70, 1H, dd, ] =
13,0y4,5);2,63 (H-50, 1H,dd,] = 12,8 Hzy 3,0); 4,90 (H-3B, 1H, dm, .= 48,3); 5,02 (23-H, 1H,
dd, ]=15,1y8,6); 5,15 (22-H, 1H,dd, ] = 15,1 y 8,6).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,2 (C-18), 12,2 (C-29), 12,3 (C-19), 18,9 (C-26), 21,1 (C-11), 21,1
(C-27), 21,2 (C-21), 24,0 (C-15), 25,4 (C-28), 25,9 (4, C-4,7] . = 21,4), 26,3 (4, C-2,7] . =21,7),
28,7 (C-10), 31,7 (C-25), 31,9 (C-1), 38,0 (C-8), 39,4 (C-12), 40,4 (C-20), 41,2 (C-10), 42,9 (C-13),
46,8 (C-7), 51,2 (C-24), 51,9 (C-5), 53,8 (C-9), 55,9 (C-17), 56,9 (C-14), 88,5 (C-3,"] . = 167,1),
129,6 (C-23),138,0 (C-22),211,8 (C-6).

RMN-"F: (376 MHz, CDCl,): -184,0 ().

EM (IE): m/ % (int.rel.): 430 [M]* (8), 415 (1), 387 (6), 289 (13), 149 (40), 55 (100).

EMAR (IE): Calculado para C_H_OF [M]*: 430,3611, hallado: 430,3608.

Método b)

Se disolvieron 480 mg (0,9 mmol) de 6,6-(etilenditio)-3 a-fluoroestigmast-22-eno (26) en 10 m]
de metanol, se agregaron 50l de agua y 0,5 ml de ioduro de metilo. La mezcla se reflujé durante 24
horas, se llev6 a temperatura ambiente y evaporé a presion reducida. La purificacion del producto
crudo permiti obtener (22E)-3 a.-fluoro-50i-estigmast-22-en-6-ona (27) con un rendimiento de
83 %.

(22R,23R)-3a-fluoro-22,23-dihidroxi-5 0-estigmastan-6-ona (23).

hk \
K080, /K Fe(CN)y /
KyCO47/ CHSONH,/
(OHQD),Phal /1-BuOH / agua
10 dias, ta
e
L

Se sometieron 180 mg de (22E)-3a-fluoro-50.-estigmast-22-en-6-ona (27) (0,42 mmol) a una
dihidroxilacion catalitica asimétrica segtin la técnica habitual. El producto crudo de la reaccién se
purific por cromatografia en columna de silica (gradiente CH,CL, / AcCN) y se obtuvo (22R,23R)-
22,23-dihidroxi-3 0.-fluoro-50i-estigmastan-6-ona (23) con un rendimiento de 46%.
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P.f.:201 -202°C

RMN-'H: (500 MHz, CDCl,): 0,68 (H-18, 3H, s); 0,73 (H-19, 3H, 5); 0,91 (H-21, 3H, d, ] = 6,8);
0,92-0,99 (H-26, H-27y H-29,9H, m); 2,31 (H-7a, 1H, dd, ]= 12,9y 4,4);2,63 (H-50a, 1H, dd, =
12,9y3,0); 3,58 (H-22,1H,dd,] = 8,4y 1,3); 3,71 (H-23, 1H, dd, ] = 8,4y 1,3); 4,90 (H-3B, 1H, dwm,
= 48,3). '

RMN-"C: (125 MHz, CDCl,): 12,0 (C-21); 12,2 (C-18); 12,3 (C-19); 13,8 (C-29); 19,1 (C-28); 19,6
(C-26);21,1 (C-11); 21,3 (C-27); 24,0 (C-15); 25,9 (4,C-4,7] . = 21,5); 26,3 (4, C-2,7] .. = 21,6); 28,7
(C-16); 29,2 (C-25); 31,9 (C-1); 37,2 (C-20); 38,0 (C-8); 39,4 (C-12); 41,2 (C-10); 42,9 (C-13); 46,7
(C-24); 46,8 (C-7); 51,9 (C-5); 53,8 (C-9); 55,9 (C-17); 56,9 (C-14); 72,6 (C-23); 74,5 (C-22); 88,5 (4,
C-3,'].,.=167,2);211,8 (C-6).

RMN-"F (376 MHz, CDCl,): -183,6 ().

EM (FAB): 7/ % (int.rel.): 471 [M+Li]* (87), 294 (19).

HRMS (FAB): Calculado para C, H,,OFLi [M+Li]": 471,3826, hallado: 471,3811.

Metansulfonato de (22E)- 50.-estigmasta-5,22-dien-3B-ilo (1).

MsCI/ Py
2h, ta.

Se disolvieron 8,0 g de estigmasterol en 110 ml de piridina seca. L.uego de completada la disolucion,
se agregaron 4,5 ml de cloruro de metansulfonilo. La mezcla se protegié de la luz y se dejé con
agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente. La reaccidn se volco sobre una solucion acuosa
de HCl al 5%. Se dejo cristalizando 2 horas, se filtré y se lavé con HCI 5% y agua. El producto se
secO y se recristalizé de acetona, obteniéndose metansulfonato de (22E)-50.-estigmasta-5,22-
dien-3f-ilo” (1) con un rendimiento de 95%.

P. f. 119-120°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,71 (H-18, 3H, 5); 1,04 (H-19, 3H, 5); 3,03 (CH,SO,-, 3H, 5); 4,53 (H-
3a, 1H, »); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m); 5,40 (H-6, 1H, d, ] = 4).

RMN-*C (50 MHz, CDCl)): 12,1 (C-18); 12,3 (C-29); 18,9 (C-19y C-26); 21,1 (C-11); 21,0y 21,1
(C-21y C-27); 24,4 (C-15); 25,4 (C-28); 28,5 (C-2); 28,7 (C-16); 31,8 (C-7); 31,9 (C-8 y C-25); 36,4
(C-10); 37,0 (C-1); 38,7 (CHSO,-); 38,9 (C-4); 39,6 (C-12); 40,5 (C-20); 42,2 (C-13); 50,0 (C-9); 51,3
(C-24); 56,8y 58,0 (C-14y C-17); 82,3 (C-3); 123,4 (C-6); 129,3 (C-23); 138,1 (C-22); 138,6 (C-5).
EM (1E): m/% (int.rel.): 395 [M]*(33); 394 (100); 351 (10); 296 (3); 255 (30).
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(22E)-3a.,5-Ciclo-50.-estigmast-22-en-6-ol (2).

Se disolvieron 2,5 g (9,7 mmol) de metansulfonato de (22E)- 50.-estigmasta-5,22-dien-3-ilo
(1) en 190 ml de acetona, se agregaron 3,5 g (35,0 mmol) de bicarbonato de potasio y 39 ml de agua.
La mezcla se reflujé por 3 horas, se evapord la acetona a presion reducida y se extrajo la fase acuosa
resultante con cloruro de metileno. La fase orginica se secé y evaporé. El producto crudo se
purificé por cromatografia en columna de silica (hexano / AcOEt 9:1). Se obtuvo (22E)-30.,5-
ciclo-5a-estigmast-22-en-6 -0l (2) con un rendimiento de 82%.

El producto puro se presenta como un aceite incoloro.

RMN-'H (200 MHz, CDCl): 0,29 (H-40., 1H, 44, ]= 7,8y 4,7); 0,52 (H-4B, 1H, £, ] = 3,9); 0,74 (H-
18, 3H, ); 1,06 (H-19, 3H, s); 3,25 (H-6¢, 1H, m); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 11,5 (C-4); 12,1 (C-29); 12,3 (C-18); 18,9 (C-26); 20,0 (C-19); 20,9 y
21,1 (C-21yC-27); 22,6 (C-11); 24,1 (C-3); 24,2 (C-15); 25,3 (C-28); 28,9 (C-16); 29,7 (C-2); 31,8 (C-
25); 31,9 (C-8); 33,2 (C-1); 37,1 (C-7); 38,5 (CH,SO,-); 38,7 (C-5); 40,0 (C-12); 40,4 (C-20); 42,5 (C-
10); 42,8 (C-13); 47,7 (C-9); 51,1 (C-24); 56,0 y 56,5 (C-14 y C-17); 75,6 (C-6); 129,1 (C-23); 138,2
(C-22).

(22E)-3B-fluoroestigmasta-5,22-dieno (30).

HF 45% (ac.) / olueno
Vmh. tla

A una solucién de (22E)-3a,5-ciclo-5 0t -estigmast-22-en-6 3 -ol (200 mg, 0,5 mmol), en 10 ml de
tolueno, se agregaron 2 ml de HF-Py 70%. La mezcla se agité durante 30 minutos a temperatura
ambiente, la fase orgénica se lavé con NaHCO, (s.s.) hasta neutralidad, se secé y evaporé. El producto
crudo se purificé pot cromatografia en columna (hexano) y se obtuvo (22E)-3 -fluoroestigmasta-
5,22-dieno” (30) con un rendimiento de 70%.

RMN-'H: (500 MHz, CDCL,): 0,70 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27,3H, 4, ] = 6,5); 0,81 (H-29, 3H, 4, J]=
7,4); 0,85 (H-26, 3H, 4, ] = 6,3); 1,02 (H-21,3H, 4, ] = 6,2); 1,03 (H-19, 3H, s5); 4,37 (H-3 0, 1H, dm,
Ir= 52,0); 5,02 (H-23, 1H, dd, ] = 15,1y 8,6); 5,15 (H-22, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,38 (H-6, 1H, 4,
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J=4,6).

RMN-"C (125 MHz, CDCL): 12,0y 12,2 (C-18y C-29); 19,0 (C-26); 19,3 (C-19); 21,1(C-11); 21,1 y
21,2 (C-21y C-27); 24,4 (C-15); 25,4 (C-28); 28,8 (d, C-2,7] .= 17,0); 28,9 (C-16); 31,9 (C-7); 31,9
y 31,9 (C-8y C-25);36,4 (d, C-1,°],. = 10,1); 36,6 (C-10); 39,4 (4, C-4,7,. = 18,8); 39,6 (C-12); 40,4
(C-20); 42,2 (C-13); 50,1 (C-9); 51,2 (C-24); 56,0 y 56,8 (C-14 y C-17); 92,9 (d, C-3,] . = 174,5);
123,0 (C-6); 129,4 (C-23); 138,2 (C-22); 139,4 (d, C-5,7] ., = 12,4).

RMN-"F (376 MHz, CDCl,): -168,0 ().

EM (IE): m/ % (int.el.): 414 [M]* (24); 399 (3); 385 (1); 371 (10); 302 (18); 273 (21); 153 (28); 55
(100).

(22E)-5p,6B -Epoxi-3B-fluoroestigmast-22-eno (32).

KMnO, / Fe(NOy)4/
1-BuOH /agua I CHLCL,

2h,bta

Una mezcla de permanganato de potasio (1,1 g, 6,9 mmol) y nitrato férrico nonahidratado (0,55 g,
1,4 mmol) se molieron en mortero hasta obtener un polvo fino, y se agregaron 0,4 ml de agua. Esta
mezcla se suspendié en 20 ml de cloruro de metileno, se agregaron 2 ml de #butanol y 2 g (4,1
mmol) de (22E)-3B-fluoroestigmasta-5,22-dieno (30). Despues de 2 horas de reaccién, el producto
se separ6 del residuo inorganico agregando 20 ml de dietiléter y filtrando a través de un lecho de
Celite. El sélido resultante de la evaporacion del solvente se purificé por cromatografia en columna
de silica (hexano / AcOEt 97:3) obteniéndose (22E)-5f,63 -epoxi-3B -fluoroestigmast-22-eno
(32) con un rendimiento de 72%.

P.f:130°C

RMN-'H: (500MHz, CDCl)): 0,66 (H-18, 3H, ); 0,79 (H-27 3H, 4, ] = 6,5); 0,81 (H-29 3H, 4, ] =
7,4); 0,85 (H-26 3H, 4, ] = 6,3); 1,01 (H-19, 3H, 9; 1,02 (H-21 3H, 4, ] = 6,7); 3,03 (H-6, 1H, 4,/
=2,1);4,57 (H-3a, 1H,dm,?],,.= 49,5); 5,02 (H-23, 1H,dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,15 (H-22, 1H, dd, | =
15,1y8,0).

RMN-"C (125MHz, CDCl)): 11,9 (C-18); 12,2 (C-29); 17,0 (C-19); 18,8 (C-26); 21,1 (C-11); 21,1
(C-21); 21,1 (C-27); 24,2 (C-15); 25,4 (C-28); 27,8 (4, C-2,7] . = 21,0); 28,8 (C-16); 29,6 (C-8); 31,6
(C-25); 32,4 (C-7); 34,7 (4, C-4,7 .. = 21,1); 35,4 (C-10); 38,7 (4, C-1,7] . = 10,1); 39,6 (C-12); 40,3
(C-20); 41,9 (C-13); 50,6 (C-9); 51,2 (C-24); 56,0 (C-17); 56,3 (C-14); 62,0 (4, C-5,°] .= 15,0); 63,1
(C-6); 90,0 (4, C-3,'] .= 170,1); 129,7 (C-23); 138,0 (C-22).

RMN-"F (376 MHz, CDCl,): -171,3 (m).

EM (IE): m/ g (int.rel.): 430 [M]" (7); 413 (4); 387 (4); 369 (12); 289 (15); 43 (100).
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EMAR (IE): Calculado para C,H, OF [M]*: 430,3611, hallado: 430,3611.

La elucidn posterior con el mismo sistema de solventes permiti6 obtener (22E)-5 .,60.-epoxi-33-
fluoroestigmast-22-eno (31), con un rendimiento de 10%.

P.f.:183-184°C

RMN-'H: (500MHz, CDCl,): 0,66 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27, 3H, 4, ] = 6,5); 0,81 (H-29, 3H, 4, =
7,4);0,82 (H-19,3H, 9, 0,85 (H-26,3H, 4,] = 6,3); 1,02 (H-21,3H, 4,] = 6,7); 2,90 (H-6 ., 1H, d, |
=4,0); 5,02 (H-3a, 1H, dm, ] .= 49,4); 5,02 (H-23, 1H, dd, = 15,1y 8,6); 5,15 (H-22, 1H,dd, ] =
15,1 y 8,0).

RMN-"C (125MHz, CDCl,): 12,0 (C-18); 12,2 (C-29); 15,8 (C-19); 18,8 (C-26); 20,0 (C-11); 21,1
(C-21); 21,1 (C-27); 24,2 (C-15); 25,4 (C-28); 27,3 (4, C-2,7] . = 21,6); 28,7 (C-7); 28,8 (C-16); 29,7
(C-8); 31,6 (C-25); 32,4 (4, C-4,7] . = 20,5); 34,1 (4, C-1,’] .= 10,9); 35,3 (C-10); 39,8 (C-12); 40,3
(C-20); 42,1 (C-13); 42,3 (C-9); 51,2 (C-24); 55,8 y 56,6 (C-14y C-17); 57,6 (C-6); 64,8 (4, C-5,] ,.
=11,3); 89,2 (4,C-3,'] .. = 169,8); 129,7 (C-23); 138,0 (C-22).

RMN-"F (376 MHz, CDCl,): -175,8 (m).

EM (IE): m/ g (int.rel.): 430 [M]* (7); 413 (4); 387 (4); 369 (12); 289 (15); 43 (100).

(22E)-3B-Fluoro-50.-estigmast-22-en-6 3-ol (33).

Método a)

Al LiaAlH,
THF

3h.te.

32

Se disolvieron 500 mg de tricloruro de aluminio en 15 ml de THF anhidro. Cuando se completé la
disolucion, se agregaron 80 mg de LiAlH, y luego de 10 minutos se agregaron, lentamente, 150 mg
de (22E)-53,63-epoxi-3B-fluoroestigmast-22-eno (32) disueltos en 10 mlde THF. A las 3 horas
de reaccidn se agrego acetona y luego agua. La posterior extraccién con CH,CI, permiti6 obtener
un producto crudo que se purificé por cromatografia en columna (hexano / AcOEt 8:2). Se obtuvo
asi (22E)-3B-fluoro-5ai-estigmast-22-en-6 B-ol (33) con un 43% de rendimiento.

P.f:136°C
RMN-'H (500 MHz, CDCL): 0,71 (H-18, 3H, 9); 0,79 (H-27, 3H, 4,] = 6,5); 0,81 (H-29, 3H,4 =
7,4); 0,85 (H-26, 3H, 4, = 6,3); 1,01 (H-19, 3H, 9; 1,02 (H-21, 3H,d, ] = 6,7); 3,80 (H-6a, 1H, d,]
=2,5); 4,52 (H-30., 1H, dm, 7], .= 49,3); 5,02 (H-23, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,15 (H-22, 1H, dd, ] =
15,1y 8,6).
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RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,1 (C-29); 12,3 (C-18); 15,7 (C-19); 18,9 (C-26); 21,0 (C-27); 21,2
(C-11); 21,2 (C-21); 24,3 (C-15); 25,4 (C-28); 28,5 (4,C-2,7] . = 19,0); 28,9 (C-16); 31,7 (C-25); 31,8
(C-8);32,4 (d, C-4,7],. = 18,0); 35,4 (C-10); 37,8 (4, C-1,7] ,. = 12,0); 39,6 (C-7); 39,8 (C-12); 40,4
(C-20); 42,6 (C-13);46,7 (d, C-5,] . = 9,5); 51,2 (C-24); 54,1 (C-9); 56,0 (C-17); 56,8 (C-14); 71,8
(C-6);93,1 (4, C-3,"] . = 172,5);129,6 (C-23); 138,0 (C-22).

RMN-"F (376 MHz, CDCl,): -169,5 ().

EM (1E): m/g (int.rel.): 432 [M]*(30); 417 (3); 371 (21); 275 (30); 55 (100).

LEMAR (IE): Calculado para C, H OF [M]*: 432,3767, hallado: 432,3761.

Por posterior elucién, con el mismo solvente, se obtuvo (22E)-5-cloro-3[3 -fluoro-50i-estigmast-
22-en-6-ol (34) con un rendimiento del 38%.

P.f.:105°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,72 (H-18, 3H, 5); 1,32 (H-19,3H,); 3,97 (H-6, 1H, »); 4,90 - 5,30
(H-22,H-23yH-38, 3H, »)

RMN-"C (50 MHz,CDCl,): 12,2y 12,3 (C-19y C-29); 18,0y 19,0 (C-19y C-26); 21,0y 21,2 (C-21
y C-21); 21,2 (C-11); 24,2 (C-15); 25,3 (C-28); 27,5 (4, C-2,%] .= 19,0); 28,9 (C-16); 30,4 (C-8); 31,9
(C-25);33,4 (4,C-1,7] .= 10,5); 34,0 (C-7); 38,4 (4, C-4,7] .= 21,9); 39,7 (C-12); 39,9 (C-10); 40,4
(C-20); 42,6 (C-13); 46,0 (C-9); 51,2 (C-24); 55,8y 56,0 (C-14 y C-17); 75,6 (C-6); 83,5 (4,C-5,"] .=
10,7);90,5 (4, C-3,'] ,.= 169,0); 129,5 (C-23); 138,2 (C-22).

RMN-"F (470 MHz, CDCl)): -177,2 ().

EM (1E): m/z% (int.rel.): 466 [M]* (6); 430 (12); 415 (12); 325 (22); 81 (64); 56 (100).

'm,(\/q/
NaBH3CN/BF 3E120
THF

——

1h,refup

Método b)

F

A una solucién de 170 mg (0,39 mmol) de (22E)-58,63-epoxi-33-fluoroestigmast-22-eno (32)
(170 mg, 0,39 mmol) en 10 ml de THF seco se agregaron 85 mg (1,35 mmol) de NaBH CN y una
pequeiia cantidad de verde de bromocresol. Sobre esa solucion se agregé gota a gora trifluoruro de
boro eterato hasta que el indicador viré al color amarillo. I.a mezcla se reflujé bajo nitrégeno duran-
te 1 hora. Una vez fria, se agreg6 solucion saturada de cloruro de sodio y se extrajo con diedléter. La
fase organica se secé y evapor6 a presion reducida. La purificacion por cromatografia en columna
de silica (hexano / AcOEt 95:5) permitié obtener (22E)-3f-fluoro-50t-estigmast-22-en-63-ol

(33) con un 80% de rendimiento.
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(22E)-3-Fluoro-50.-estigmast-22-en-6-ona (35).

* X O
PCC/CH O
CF3COO'HPY®
15min,, La.
F F
oM 33 o 35

Una solucién de (22E)-3 B-fluoro-50.-estigmast-22-en-6 B -ol (33) (210 mg, 0.5 mmol) en 25 ml de
cloruro de metileno se trataron con clorocromato de piridonio (109 mg, 0.51 mmol) y trifluororacetato
de piridonio (30 mg, 0.15 mmol). La suspension se agit6 a temperatura ambiente por 15 minutos y
se filtr6 a través de un lecho de Celite. Luego de evaporar el solvente a presién reducida, el producto
crudo de reaccion se purificé por cromatografia en columna de silica (hexano / AcOEt 97:3). Se

obtuvo (22E)-3B-fluoto-50i-estigmast-22-en-6-ona (35), con un rendimiento de 92%.

P.f:146-147°C

RMN-'H (500MHz, CDCl): 0,71 (H-18, 3H,+); 0,78 (H-19, 3H,s); 0,79 (H-27,3H, 4,] = 6,5); 0,81
(H-29, 3H, 4, ] = 7,4); 0,85 (H-26, 3H, 4,] = 6,3); 1,02 (H-21 3H, 4, ] = 6,5); 2,17 (H-5, 1H, d, ] =
12,6); 2,33 (H-7a, 1H, dd, ]= 13,2y 4,4); 4,46 (H-3 o, 1H, dm, 7], .= 48,5); 5,02 (H-23, 1H, dd, =
15,1y 8,6); 5,15 (H-22, 1H,dd, J= 15,1y 8,6).

RMN-"C (125 MHe, CDCl): 12,1 (C-29); 12,2 (C-18); 13,1 (C-19); 18,8 (C-26); 21,1 (C-11); 21,1
(C-27); 21,2 (C-21); 24,0 (C-15); 25,4 (C-28); 27,2 (4,C-4,7] .. = 19,7); 28,0 (4,C-2,%] .. = 17,9); 28,7
(C-16); 31,7 (C-25); 36,0 (4, C-1,’] .= 10,8); 37,8 (C-8); 39,4 (C-12); 40,4 (C-20); 40,9 (C-10); 42,9
(C-13); 46,6 (C-7); 51,2 (C-24); 55,9 (C-17); 56,0 (4,C-5,7] .. = 10,8); 56,8 (C-9); 56,8 (C-14); 92,3 (4,
C-3,"] .= 174,1); 129,7 (C-23); 138,1 (C-22); 209,7 (C-6).

RMN-"F (376 MHz, CDCl,): -172,6 (m).

EM (IE): m/ % (int.rel.): 430 [M]* (3); 415 (1); 387 (2); 318 (4); 289 (5); 44 (100).

EMAR (IE): Calculado para C,H_OF [M]*: 430,3611, hallado: 430,3605.

(22R,23R)-22,23-Dihidroxi-3-fluoro-50.-estigmastan-6-ona (28).

" N
K080, /K Fe(CNg /
#,C0;3/ CHySONH 3/
(OHQAD)Phal / 1-BuCH / egua
9 dex La.
kL)

o]

Se sometieron 180 mg (0,42 mmol) de (22E)-3B-fluoto-50.-estigmast-22-en-6-ona (35) a una
dihidroxilacion catalitica asimétrica, segin la técnica habitual. El producto crudo de la reaccion se

purific por cromatografia en columna de silica (gradiente cloruro de metileno / acetonitrilo) y se
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obtuvo (22R,23R)-22,23-dihidroxi-3-fluoro-50t-estigmastan-6-ona (28) con un rendimiento
de 43%.

P.f.:198°C

RMN-'H (500MHz, CDCl,): 0,68 (H-18, 3H, ); 0,78 (H-19, 3H, ); 0,91 (H-21,3H,4, /= 6,8);0,92
-0,99 (H-26, H-27 y H-29, 9H, ); 2,17 (H-5a, 1H, d, /= 12,6); 2,33 (H-7, 1H,dd, ] = 13,2y 4,4);
3,58 (H-22, 1H, dd, J=8,4y 1,3);3,71 (H-23,1H,dd,] = 8,4y 1,3); 4,45 (H-3B, 1H, dnm, ] ,.= 48,9).
RMN-“C (125 MHz, CDCl,): 12,0 (C-21); 12,2 (C-18); 13,1 (C-19); 13,8 (C-29); 19,1 (C-28); 19,6
(C-26); 21,1 (C-11); 21,3 (C-27); 24,0 (C-15); 27,2 (4, C-4,%] .= 19,7); 28,0 (4, C-2,7] .. = 18,0); 28,7
(C-16); 29,3 (C-25); 36,1 (4, C-1,7] .= 10,5); 37,2 (C-20); 37,8 (C-8); 39,4 (C-12); 40,8 (C-10); 42,9
(C-13); 46,7 (C-7); 46,7 (C-24); 55,8 (C-17); 56,1 (4, C-5,7] . = 10,9); 56,8 (C-9); 56,9 (C-14); 72,5
(C-23);74,4 (C-22); 92,2 (4, C-3,] .= 174,0); 209,6 (C-0).

RMN-"F (376 MHz, CDCl,): -170,4 (7).

EM (FAB): m/z (int.rel.): 471 (100) [M+Li]*, 397 (29), 294 (20).

EMAR (FAB): Calculado para C_H_O,FLi [M+Li]" : 471,3826, hallado: 471,3816.

T2

8.2.3. SINTESIS DE ANALOGOS MODIFICADOS EN C-6 (COMPUESTOS DEL CAPITULO 4).

(22R,23R)-50-estigmasta-20.,30,22,23-tetraol (36).

1) HSCHZCH2SH BF3
HL,

2) ELSnH/ABN/  Om.
benceno

HOY
© HCS 36

15 mg de 28-homocastasterona disueltos 20 ml de CH,Cl, se trataron con 50 pl de etanoditiol y 50
M de eterato de trifluoruro de boro. Se obtuvo asi el correspondiente ditiano, como un producto
crudo que se disolvid, sin purificacién, en 5 ml de benceno anhidro. A esta solucidn se agregaron
0,1 ml de hidruro de tributilestafio y 3 mg de AIBN. Luego de 5 horas se evaporé el solvente y se
purifico el producto crudo por medio de cromatografia en placa preparativa (CH,CI, / acetonitrilo
9:1 como solvente de elucion), de esta manera se obtuvieron 14 mg de (22R,23R)-50-estigmasta-
20.,30,22,23-tetraol (36).

P.f.:223°C.

RMN-'H (500 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): 0,70 (H-18, 3H, 5); 0,81 (H-19, 3H, 5); 0,89 (H-21, 3H,
d,]=6,2);0,92-0,99 (H-26, H-27 y H-29, 9H, »); 3,59 (H-22, 1H, dd, ] = 8,4 y 1,3); 3,69 (H-23,
1H, dd,] = 8,4y 1,3); 3,72 (H-2B, 1H, »); 4,05 (H-3B, 1H, dd, ] = 6,0 y 3,0).

RMN-C (125 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): 11,6 (C-18); 11,7 (C-21); 13,0 (C-19); 13,5 (C-29); 19,0
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(C-28); 19,3 (C-26); 20,8 (C-11); 20,8 (C-27); 23,8 (C-15); 27,7 (C-6); 28,5 (C-16); 29,0 (C-25); 32,7
(C-7); 34,5 (C-4); 36,0 (C-8); 36,5 (C-20); 37,6 (C-10); 38,5 (C-5); 39,8 (C-1); 40,9 (C-12); 42,2 (C-
13); 46,4 (C-24); 52,3 (C-17); 53,6 (C-9); 55,5 (C-14); 68,1 (C-3); 68,7 (C-2); 72,2 (C-23); 74,3 (C-22).
EM (FAB) m/ ¢ (int. rel): 487 [M+Na]* (10); 447 (8); 429 (12); 231 (30); 136 (100).

EMAR (FAB): Calculado para C, H,,0,Na [M+Na]* : 487,3763, hallado: 487,3770.

(22R,23R)-50.-estigmastan-20.,3 ,60.,22,23-pentaol (37) y (22R,23R)-50-estigmastan-
20,3046 3,22,23-pentaol (38).

& §

o

A una solucion de HCS en etanol anhidro (25 mg en 6 ml), mantenida a reflujo, se agregaron 28 mg
de sodio en porciones pequefias durante un periodo de 2 horas. Luego de enfriar a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccidn se diluy6 con agua y se extrajo con CHCI,. La fase orginica se sec6
y evapor6, generando un producto crudo que se purificé por cromatografia en columna. La elucién
con un gradiente de CHCL, / AcCN permitié obtener como primera fraccién (22R,23R)-50.-
estigmastan-20.,30.,6,22,23-pentaol (37) con un rendimiento de 83 %.

P.f.:227°C

RMN-'H (500 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): 0,67 (H-18, 3H, 5); 0,82 (H-19, 3H, s); 0,89 (H-21, 3H,
d, ]=6,2);0,92-0,99 (H-26, H-27 y H-29, 9H, m); 3,29 (H-6B, ddd, ] = 10,8, 10,7 y 4,7); 3,56 (H-
22,1H,4dd, ] = 8,4y 1,3); 3,67 (H-23,1H,dd, ] = 8,4y 1,3); 3,71 (H-2PB, 1H, ); 3,98 (H-3B, 1H, 44,
J=6,0y3,0).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,/ MeOD 95:5): 11,7y 11,8 (C-18 y C-21); 13,1 y 13,4 (C-19 y C-29);
18,7 (C-28); 19,2 (C-26); 20,7 (C-11); 20,9 (C-27); 23,8 (C-15); 27,5 (C-4); 28,4 (C-16); 28,9 (C-25);
34,1 (C-8); 36,9 (C-20); 37,9 (C-10); 39,7 (C-1); 40,7 (C-12); 41,3 (C-7); 42,2 (C-13); 46,4 (C-24);
48,9 (C-5); 52,4 (C-17); 53,6 (C-9); 55,6 (C-14); 68,4 (C-3), 68,5 (C-2); 69,1 (C-6); 72,3 (C-23); 74,2
(C-22).

EM (FAB) m/% (int. rel.): 503 [M+Na]* (25); 305 (10); 231 (22); 154 (31); 55 (100).

EMAR (FAB): Calculado para C,H,,O,Na [M+Na]*: 503,3712, hallado: 503,3720.

La segunda fraccion, aislada con un 12 % de rendimiento, resulté ser (22R,23R)-5 0t-estigmastan-
20,306 3,22,23-pentaol (38).

P.f.: 234°C

RMN-'H (500 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 0,70 (H-18, 3H, s); 0,89 (H-21, 3H, d, ] = 6,2); 0,92 -
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0,99 (11-26, H-27 y H-29, 9H, »); 1,02 (H-19, 3H, 5); 3,57 (H-22, 1H, dd, | = 8,4 y 1,3); 3,68 (H-23,
1H, dd, ] = 8,4y 1,3); 3,74 (H-2B, 1H, »); 3,79 (H-6 0, 1H, 7); 4,01 (H-3B, 1H, dd, ] = 6,0y 3,0).
RMN-"C (125 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 11,7y 11,7 (C-18 y C-21, 13,5 (C-29); 15,6 (C-19); 19,3
(C-26); 21,1 (C-27); 18,7 (C-28); 20,7 (C-11); 28,1 (C-4); 23,9 (C-15); 28,5 (C-16); 34,1 (C-8); 37,0
(C-20); 28,9 (C-25); 37,1 (C-10); 39,7 (C-1); 40,7 (C-12); 41,9 (C-7); 42,3 (C-13); 46,4 (C-24); 50,5
(C-5); 54,2 (C-9); 52,7 (C-17); 55,6 (C-14); 69,1(C-2); 68,5 (C-3); 72,3 (C-23); 74,3 (C-22); 70,9 (C-6).
EM (FAB) /% (int. rel.): 503 [M+Na]* (62); 317 (9); 231 (31); 154 (92); 55 (100).

EMAR (FAB): Calculado para C_,H_O Na [M+Nal": 503,3712, hallado: 503,3730.

29" 75275

(22E)-50.-estigmasta-2,22-dien-6 §-ol (41).

LAH(-OBu)y
THF | MeCH

24hla

Se disolvieron 150 mg (0,36 mmol) de (22E)-50.-estigmasta-2,22-dien-6-ona (6) en 15 ml de una
mezcla 9:1 de THIF / metanol bajo atmdsfera de nitrégeno. A esta solucidn se agregaron 280 mg
(1,1 mmol) de hidruro de tri-+butoxialuminio y litio. Luego de 24 horas, la solucién se volcé sobre
HCI 5% y se extrajo con CH,Cl,. La purificacién del producto crudo (hexano / AcOFt 95:5)
perimiti6 obtener 140 mg de (22E)-50t-estigmasta-2,22-dien-63-ol (41).

P.f:107°C

RMN-'H (500 MHz, CDCl): 0,72 (H-18, 3H, s); 0,80 (H-27,3H, 4, ] = 6,5); 0,81 (H-29,3H, 4, ] =
7,4); 0,85 (H-26,3H, 4, ]= 6,5); 0,97 (H-19, 3H, s); 1,02 (H-21,3H, 4, ] = 6,7); 3,85 (H-6 0, 1H, m);
5,02 (H-23,1H, dd,]= 15,1y 8,5); 5,16 (H-22, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,56 - 5,71 (H-2 v H-3, 2H,
).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,2y 12,2 (C-18 y C-29); 15,2 (C-19); 19,0 (C-26); 20,8 (C-11); 21,0
(C-21); 21,2 (C-27); 24,3 (C-15); 25,4 (C-28); 26,4 (C-4); 28,9 (C-16); 31,9 (C-25); 34,2 (C-8); 34,6
(C-10); 39,7 (C-12); 39,9 (C-1); 40,5 (C-20); 41,7 (C-7); 42,5 (C-13); 44,5 (C-5); 51,2 (C-24); 54,2 (C-
9); 56,1y56,3 (C-14y C-17);70,5 (C-6); 125,6 (C-3); 125,7 (C-2); 129,3 (C-23); 138,3 (C-22).

EM (IE): m/ g (int.rel.): 412 [M]* (2); 351 (1); 271 (3); 253 (3); 199 (2); 55 (100).

LEMAR (1E): Calculado para C, H 0: 412,3705, hallado: 412,3712.

190



PARTE EXPERIMENTAL

(22E)-50.-estigmasta-2,22-dien-6¢t-ol (42).

. A PN
Ne /EtOH
refujo
6 41

A una solucién de (22E)-estigmasta-2,22-dien-6-ona (6) en etanol anhidro (100 mg en 20 ml),
mantenida a reflujo, se agregaron 53 mg de sodio en porciones pequefias durante un periodo de 2
horas. Luego de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se diluyé con agua y se
extrajo con CH,Cl,. La fase organica se sec y evapord, generando un producto crudo que se
purificé por cromatografia en columna. La elucién con hexano / AcOEt (95:5) permitié obtener
como primera fraccién 12 mg de (22E)-50.-estigmasta-2,22-dien-6 3-ol (41).

La posterior elucién, con el mismo solvente, permitié obtener 83 mg de (22E)-50.-estigmasta-
2,22-dien-60-ol (42).

P.f:119°C

RMN-'H (500 MHz, CDCl,): 0,68 (H-18, 3H, s); 0,77 (H-19, 3H, s); 0,80 (H-27,3H, 4, /= 6,5); 0,81
(H-29,3H, +,] = 7,4); 0,85 (H-26,3H, 4, ] = 6,4); 1,02 (H-21 3H, d, ] = 6,7); 3,29 (H-6B, 3H, m); 5,02
(H-23, 1H,dd, J=15,1y8,5);5,16 (H-22, 1H,dd, ] = 15,1y 8,6); 5,56 — 5,71 (H-2y H-3, 2H, m).
RMN-"C (125 MHz, CDCl)): 12,2y 12,3 (C-18 y C-29); 15,2 (C-19); 19,0 (C-26); 20,8 (C-11); 21,0
y 21,2(C-21y C-27); 24,3 (C-15); 25,4 (C-28); 26,4 (C-4); 28,9 (C-16); 31,9 (C-25); 34,2 (C-8); 34,6
(C-10); 39,7 (C-12); 39,9 (C-1); 40,5 (C-20); 41,7 (C-7); 42,5 (C-13); 44,5 (C-5); 51,2 (C-24); 54,2 (C-
9); 56,1y 56,3 (C-14y C-17); 70,5 (C-6); 125,6 (C-3); 125,7 (C-2); 129,3 (C-23); 138,3 (C-22).

EM (IE): m/ % (int.rel.): 412 [M] (2); 351 (1); 314 (1); 271 (4); 229 (3); 55 (100).

EMAR (IE): Calculado para C,H_O: 412,3705, hallado: 412,3699.

(22E)-60-fluoro-50.-stigmasta-2,22-dieno (43).

DAST/ CH Ol
30 min, -76°C

42

&
A una solucién de (22E)-estigmasta-2,22-dien-60t-ol (42) (78 mg, 0,19 mmol) en 10 mlde CH,Cl,
se agrego lentamente a una solucién de DAST (0,1 ml) en 3 ml de CH,Cl, a —78°C. La reaccién se
mantuvo bajo atmdsfera inerte durante 20 minutos, se llev6 a temperatura ambiente y se volco

sobre agua. La fase organica se lav6 con solucién saturada de NaHCO , se secé y evaporé. Luego de
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la purificacién cromatogrifica (hexano / AcOEt 98:2) se ovtuvieron 63 mg de (22E)-60t-fluoro-
50.-estigmasta-2,22-dieno (43).

P.f.:97°C

RMN-'H (500 MHz, CDCl,): 0,68 (H-18, 3H, ); 0,77 (H-19, 3H, 5); 0,80 (H-27 3H, 4,] = 6,5); 0,81
(H-29,3H, £, ] = 7,4); 0,85 (H-26,3H, 4, ] = 6,5); 1,02 (H-21,3H, 4, ] = 6,7); 2,38 (H-4 3, 1H, 7); 4,33
(H-6B, 1H, dm, ?,,. = 49,7); 5,02 (H-23, 1H, dd, ] = 15,1y 8,5); 5,16 (H-22, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,0);
5,56-5,71 (H-2y H-3, 2H, m).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,1y 12,2 (C-18 y C-29); 13,0 (C-19); 19,0 (C-26); 21,0 (C-21); 21,0
(C-27);24,2 (C-15);20,8 (C-11); 25,3 (C-28); 25,4 (C-4,7] ,.= 3,8); 28,7 (C-16); 31,9 (C-25); 33,9 (C-
8,’]..= 11,8); 35,7 (C-10,7] .= 9,4); 38,0 (C-7,] .= 16,3); 39,6 (C-12); 39,8 (C-1); 40,4 (C-20);
42,5 (C-13);46,6 (C-5,7] .= 15,1); 51,2 (C-24); 53,4 (C-9); 56,0 y 56,1 (C-14 y C-17); 94,3 (C-6, ] .
=169,1);124,9 (C-3); 125,3 (C-2); 129,4 (C-23); 138,1 (C-22).

RMN-"F: -180,8 ().

EM (1E): m/ g (int.rel.): 414 [M]* (1); 371 (1); 302 (3); 273 (5); 260 (3); 55 (100).

EMAR (IE): Calculado para C  H ,F: 414,3662, hallado: 414,3656.

(22R,23R)- 6 0.-fluoro-50.-estigmasta-20.,30,22,23-tetraol (39).

T AR
K,050,/ K Fe(CN)g /
K200,/ CH3SO3NH, /
(OHQD),+Phat / 1-BuOH / agua
10diam, t.0.
é 43

60 mg de (22E)-60-fluoro-50.-stigmasta-2,22-dieno (43) (0,14 mmol) se sometieron a una
dihidroxilacidn catalitica asimétrica segin la técnica habitual. El producto crudo de la reaccién se
purificé por cromatografia en columna de silica (gradiente cloruro de metileno / acetonitrilo) y se
obtuvo (22R,23R)- 6 0-fluoro-5 0t -estigmasta-2 0,3 0,22,23-tetraol (39) con un 43 % de rendimiento.
P.f.:221°C

RMN-'H (500 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 0,67 (H-18, 3H, 5); 0,82 (H-19, 3H, 5); 0,89 (H-21, 3H,
d, ] =6,3);0,92-0,99 (H-26, H-27 y H-29, 9H, m); 3,56 (H-22, 1H, d, ] = 8,9); 3,68 (H-23, 1H, d,]
=8.,9);3,71 (H-2B, 1H, »); 3,99 (H-3B, 1H, 4, ] = 3,0); 4,27 (H-6B, dm,?],,, = 50,0).

RMN-"C (125 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 13,2 (C-19); 13,4 (C-29); 11,7 (C-18); 11,7 (C-21); 21,0
(C-27);19,3 (C-20); 18,8 (C-28); 20,7 (C-11); 28,3 (C-4,7] ,.= 3,6); 23,9 (C-15); 27,5 (C-16); 28,9 (C-
25); 38,3 (C-10,’] .= 8,8); 33,9 (C-8,’] .= 10,5); 39,6 (C-1); 36,9 (C-20); 43,3 (C-5,7 .= 14,4);
37,9 (C-7,7 .= 17,7); 40,6 (C-12); 42,4 (C-13); 46,4 (C-24); 53,3 (C-9); 52,5 (C-17); 55,9 (C-14);
68,1 (C-3); 68,3 (C-2); 72,3 (C-23); 74,3 (C-22); 92,4 (C-6,"] ,.= 168,8).

RMN-"}: -181,0 ().

EM (FAB) m/z(int. rel.): 505 [M+Na]* (12); 465 (10); 447 (9); 307 (15); 231 (27); 154 (100); 137
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(88).
EMAR (FAB): Calculado para C jH,,O,FNa [M+Na]* : 505,3669, hallado: 505,3649.

8.2.4. SINTESIS DE ANALOGOS MODIFICADOS EN C-5 (CoMPUESTOS DEL CAP{TULO 5).

Acetato de (22E)-50i-estigmasta-5,22-dien-3B-ilo (9).

Ac0 1Py
18h,ta

A una solucién de 10 g estigmasterol (24,3 mmol) en 200 ml de piridina seca se agregaron 100 ml de
anhidrido acético. La mezcla se dejé a temperatura ambiente y protegida de la luz una noche, luego
de lo cual se volco sobre HCI 5% frio. El producto crudo se filtrd y secé. Se obtuvo el compuesto
acetato de (22E)-50-estigmasta-5,22-dien-3B-ilo (9) con un rendimiento de 97 %.
P.f:141-142°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,72 (H-18, 3H, 5); 1,04 (H-19, 3H, 5); 2,04 (CH,CO-, 3H, 5); 4,30 (H-
3a, 1H, m); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, ); 5,30 (H-6, 1H, 4, J= 4).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,0y 12,2 (C-18 y C-29); 19,0y 19,3 (C-19 y C-19); 21,0 (C-11); 21,0
y 21,3 (C-21y C-27); 21,2 (CH,CO-); 24,3 (C-15); 25,4 (C-28); 27,7 (C-2); 28,9 (C-16); 31,8 (C-7);
31,8 (C-8); 31,8 (C-25); 36,5 (C-10); 37,0 (C-1); 38,1 y 39,6 (C-4 y C-12); 40,5 (C-20); 42,2 (C-13);
50,0 (C-9); 51,2 (C-24); 55,9y 56,7 (C-17 y C-14); 73,8 (C-3); 122,4 (C-6); 129,1 (C-23); 138,1 (C-
22);139,4 (C-5);175,5 (CH,CO-). .

Acetato de (22E)-5p,6-epoxiestigmast-22-en-3-ilo (10).

PSS In,, N “u, N
KMNO, / F(NO3)3/
-BuOH /egua / CH CI, +
1h.ta.
AcO 9 AcO 10 Ac W s

Una mezcla de permanganato de potasio (2g, 12,65 mmol) y nitrato férrico nonahidratado (1 g, 2,47
mmol) se moli6 en mortero hasta obtener un polvo fino y se agregaron 0,1 ml de agua. Esta mezcla
se suspendi6 en 20 ml de cloruro de metileno, se agregaron 2 ml de ~-butanol y 2 g (4,08 mmol) de
acetato de (22E)-50.-estigmasta-5,22-dien-3B-ilo (9). Despues de 1 hora de reaccién, el producto

se separ6 del residuo inorganico agregando 50 ml de dietiléter y filtrando a través de un lecho de
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Celite. El solido resultante de la evaporacion del solvente se purificé por cromatografia en columna
de silica (hexano / acetato de etilo 97:3) obteniéndose acetato de (22E)-5B,6-epoxiestigmast-
22-en-3B-ilo (10)" con un rendimiento de 73%.

P.£:139°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,66 (H-18, 3H, 5); 1,09 (H-19, 3H, 5); 2,02 (CH,CO-, 3H, s); 3,05 (H-
6a, 1H,d, J=2);4,75 (H-30, 1H, »); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 11,6 y 12,0 (C-18 y C-29); 16,5 (C-19); 19,3 (C-26); 20,9 (C-11); 21,2
(CH,CO-); 21,8y 20,9 (C-21 y C-27); 24,4 (C-15); 25,3 (C-28); 27,1 (C-2); 29,1 (C-16); 29,7 (C-8);
32,4 (C-7); 32,4 (C-25); 35,0 (C-10); 36,6 (C-1); 37,9 (C-4); 39,6 (C-12); 40,4 (C-20); 42,6 (C-13);
50,8 (C-9); 51,0 (C-24); 55,3 y 55,3 (C-14y C-17); 62,4 (C-5); 63,3 (C-6); 71,2 (C-3); 129,3 (C-23);
138,1(C-22);170,5 (CH,CO-).

EM (IE) 7/ (int. rel): 470 [M]* (4); 410 (80); 393 (7); 382 (14); 378 (6); 269 (2); 55 (100).

La elucién posterior, con el mismo solvente, permitié obtener acetato de (22E)-50.,60.-
epoxiestigmast-22-en-3f-ilo” (50).

P.f.: 192°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,63 (H-18, 3H, s), 1,00 (H-19, 3H, s), 2,02 (CH,CO-, 3H,),2,90
(H-6B, 1H,d, ] = 2),4,77 (H-3a, 1H, m), 5,10 (H-22 y H-23, 2H, ).

EM (IE) m/ 2 (int. rel): 470 [M]* (5); 410 (92); 393 (5); 382 (10); 378 (6); 269 (2); 55 (100).

Acetato de (22E)-5-hidroxi-6-ox0-50.-estigmast-22-en-3 3 -ilo (52).

acetona / Jones
—

15mn, La

A una solucién de acetato de (22E)-5B,6 B-epoxiestigmast-22-en-3B-ilo (10) y acetato de (22E)-
50,,60t-epoxiestigmast-22-en-3-ilo (50) (345 mg, 0,73 mmol) disueltos en 25 ml de acetona se
agregaron 0,5 ml de reactivo de Jones. La reaccién se detuvo por el agregado gota a gota de
isopropanol. La mezcla se neutraliz6 agregando bicarbonato de sodio sélido, se filtrd y el solvente
se evapord a presion reducida. El residuo crudo se purificé por cromatografia en columna de silica
(hexano / AcOEt 85:15) y se obtuvo acetato de (22E)-5-hidroxi-6-oxo-50.-estigmast-22-en-3f3-
ilo (52)” con un rendimiento de 87%.

P.f.: 252°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,66 (H-18, 3H, s); 0,80 (H-19, 3H, s); 2,40 (CH,CO-, 3H, 5); 5,00 (H-
3a, 1H, m); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m).

RMN-BC (50 MHz, CDCl)): 12,2y 12,2 (C-18 y C-29); 13,9 (C-19); 19,0 (C-26); 21,1y 21,3 (C-21y
C-27); 21,2 (C-11); 21,2 (CH,CO-); 24,0 (C-15); 25,4 (C-28); 26,3 (C-2); 28,8 (C-16); 29,5 (C-1); 31,8

194



PARTE EXPERIMENTAL

(C-25); 32,3 (C-4); 37,3 (C-8); 39,5 (C-12); 40,4 (C-20); 41,7 (C-7); 42,5y 43,0 (C-10y C-13); 44,3
(C-9); 51,2 (C-24); 56,0 y 56,4 (C-14 y C-17); 70,8 (C-3); 80,2 (C-5); 129,6 (C-23); 138,1 (C-22);
170,5 (CH,CO-); 212,4 (C-6).

EM (IE) /2 (int, rel): 486 [M]* (3); 426 (3); 408 (4); 365 (13); 269 (14); 55 (100).

(22E)-3B,5-Dihidroxi-5a.-estigmast-22-en-6-ona (53).

- 1CO4/ MCH
6h,ta

Se disolvieron 325 mg (0,62 mmol) de acetato de (22E)-5-hidroxi-6-oxo-50-estigmast-22-en-
3B-ilo” (52) en 100 ml de metanol y se agregaron 100 mg (0,72 mmol) de carbonato de potasio. La
mezcla de reaccién se mantuvo por 6 horas a temperatura ambiente y se neutralizé con solucién
satutrada de cloruro de amonio. Se evapor6 el metanol a presion reducida y la fase acuosa se extrajo
con cloruro de metileno; la fase organica resultante se secé y evaporé. El producto crudo se purificé
por cromatografia (hexano / AcOEt 1:1) y se obtuvo (22E)-3[3,5-dihidroxi -50t-estigmast-22-
en-6-ona (53) con un rendimiento de 94%.

P.f.: 250°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl)): 0,67 (H-18, 3H, s); 0,79 (H-27 3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29 3H, 4] =
7,2);0,82 (H-19, 3H, 5); 0,85 (H-26 3H, 4, ] = 6,3); 1,01 (H-21 3H, d, ] = 6,6); 2,58 (H-7, 1H,dd, |
=12,6y12,5); 3,95 (H-3a, 1H, »); 5,02 (H-23, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,15 (H-22, 1H, dd, ]= 15,1
y 8,6).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 11,8 (C-18 y C-29); 13,6 (C-19); 18,6 (C-26); 20,7 (C-11); 20,7 y 21,0
(C-27y C- 21); 23,6 (C-15); 24,9 (C-28); 28,3 (C-16); 29,5 (C-2); 30,0 (C-1); 31,4 (C-25); 35,7 (C-4);
37,0 (C-8); 39,1 (C-12); 40,0 (C-20); 41,5 (C-7); 42,0 (C-13); 42,6 (C-10); 43,9 (C-9); 50,8 (C-24);
55,5 (C-17); 56,0 (C-14); 66,3 (C-3); 79,7 (C-5); 129,0 (C-23); 137,7 (C-22); 212,9 (C-6).

EM (IE) m/ 2 (int. rel): 444 [M]* (0,6); 426 (0,2); 383 (0,4); 365 (0,7); 303 (1); 269 (2); 42 (100).
EMAR (IE): Calculado para C, H,,O,: 444,3603, hallado 444,3604.

(22R, 23R)-3B3,5,22,23-Tetrahidroxi-5t-estigmastan—G-ona (45).

K20804/ KiF(CN)s /
K200/ CHySO3NH/
(DHQD),-Phal / t-BuCH / agua

11des, ta
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252 mg (0,57 mmol) de (22E)-3f3,5-dihidroxi-50t-estigmast-22-en-6-ona (53) se someteron a
una dihidroxilacién catalitica asimétrica segin la técnica habitual. El producto crudo de la reaccién
se purificé por cromatografia en columna de silica (cloruro de metileno / isopropanol) para dar
(22R, 23R)-3[3,5,22,23-tetrahidroxi-5a-~estigmastan—6-ona (45) (25 % de rendimiento).
P.f.:238°C.

RMN-'H (500 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 0,67 (H-18, 3H,s); 0,82 (H-19, 3H, 5); 0,91 (H-21, 3H,
d,]=6,8);0,92-0,99 (H-26, H-27 y H-29,9H, m); 2,58 (H-7¢, 1H, dd, ] = 12,6 y 12,5); 3,58 (H-22,
1H, dd, ] = 8,4y 1,3); 3,71 (H-23, 1H,dd, ] = 8,4y 1,3); 3,95 (H-3 ., 1H, »).

RMN-”C (125 MHz, CDCl,/ MeOD 95:5): 11,6 (C-21); 11,8 (C-18); 13,2 (C-29); 13,6 (C-19); 19,0
(C-28);19,2 (C-26); 20,7 (C-11); 20,9 (C-27); 23,6 (C-15); 28,3 (C-16); 28,8 (C-25); 29,5 (C-2); 30,1
(C-1); 35,7 (C-4); 36,8 (C-20); 37,0 (C-8); 39,1 (C-12); 41,6 (C-7); 42,0 (C-13); 42,6 (C-10); 43,9 (C-
9); 46,4 (C-24); 55,5 (C-17); 55,8 (C-14); 66,1 (C-3); 72,2 (C-23); 74,1 (C-22); 79,7 (C-5); 212,8 (C0).
EM (FAB) /g (int. rel): 479 [M+H]" (25); 461 (15); 443 (33); 425 (100).

EMAR (FAB): Calculado para C,H, O, [M+H]": 479,3737, hallado 479,3733.

Metansulfonato de (22E)-5-hidroxi-6-oxo-50t-estigmast-22-en-3-ilo (54).

MQ /Py
3 h, 20°C.

Se disolvieron 260 mg (0,58 mmol) de (22E)-3f3,5-dihidroxi-50i-estigmast-22-en-6-ona (53) en
piridina, y se enfrié a—20°C. Se agregaron gota a gota, a lo largo de 2 horas, 0,15 ml de cloruro de
metansulfonilo. L.a mezcla se volco sobre agua y se extrajo con cloruro de metileno. La fase organica
se lavé con HCI 5%, con agua, se secé y evapord. La purificacién del crudo por cromatografia en
columna (hexano / AcOEt 85:15) dio un 83 % de metansulfonato de (22E)-5-hidroxi-6-oxo-50--
estigmast-22-en-3-ilo (54).

P.f.: 150°C (descompone).

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,68 (H-18, 3H, s); 0,79 (H-27, 3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29 3H, 4, | =
7,2); 0,84 (H-19, 3H, s); 0,85 (H-26, 3H, 4, ] = 6,3); 2,71 (H-7a, 1H, dd, ] = 12,6 y 12,5); 3,02
(CHSO,, 3H, 5);4,95-5,07 (H-3a. y H-23, 2H, m); 5,15 (H-22, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 11,9y 12,1 (C-29 y C-18); 13,7 (C-19); 18,9 (C-26); 21,0y 21,3 (C-27
and C-21); 21,1 (C-11); 23,9 (C-15); 25,3 (C-28); 27,5 (C-2); 28,6 (C-16); 29,6 (C-1); 31,7 (C-25);
33,5(C-4);37,2 (C-8); 38,5 (CHSO,-); 39,3 (C-12); 40,3 (C-20); 41,6 (C-7); 42,3 (C-13); 42,9 (C-10);
44,1 (C-9); 51,1 (C-24); 55,8y 56,3 (C-17 y C-14); 79,5 (C-3); 80,3 (C-5); 129,5 (C-23); 137,9 (C-22);
212,4(C-6).
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EM (IE) m/ g (int. rel): 522 [M]* (3); 504 (1); 426 (8); 408 (11); 365 (19); 269 (24); 55 (1 00).
EMAR (IE): Calculado para C wHuO,S : 522,3379, hallado 522,3379.

(22E)-30.,5-Dihidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona (55).

~,
§ HCOOK / 18-crown-8
DMF, refiujo
1) se agrega agua,
80°C.
Ho™ : 56

Una solucién de metansulfonato de (22E)-5-hidroxi-6-0x0-50.-estigmast-22-en-33-ilo (54) (250
mg, 0,48 mmol) en 10 ml de DMF se reflujé con formiato de potasio (85 mg, 1,0 mmol), bajo
nitrégeno, durante 6 horas. Se agregé 1 mi de agua y se mantuvo a 80°C durante 3 horas mas. El
solvente se evapord a presion reducida y el residuo resultante se particiond entre agua y cloruro de
metileno. La fase organica se secé y evapord. La purificacién por cromatografia del producto crudo
permitié obtener (22E)-5-hidroxi-50-estigmastan-2,22-dien-6-ona” (56) con un rendimiento
de 14 %.

P.f.: 155°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,67 (H-18, 3H, 5); 0,71 (H-19, 3H, ); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m), 5,65
(H-2y H-3, 2H, »).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,4 y 12,5 (C-18 y C-29); 14,6 (C-19); 19,1 (C-26); 21,1 (C-11); 21,3y
21,3 (C-21 y C-27); 24,1 (C-15); 25,5 (C-28); 28,8 (C-16); 32,0 (C-25); 34,6 (C-1); 35,6 (C4); 37,5 (C-
8); 39,5 (C-12); 40,5 (C-20); 42,4 (C-7); 42,7 y 42,9 (C-10 y C-13); 45,3 (C-9); 51,3 (C-24); 56,6 y 56,9
(C-14yC-17); 78,1 (C-5); 122,4 (C-3); 125,4 (C-2); 129,5 (C-23); 137,9 (C-22); 211,2 (C-6).

EM (IE) m/ 2 (int. rel): 426 [M]* (12); 408 (5); 83 (25); 55 (100).

Por elucién posterior se obtuvo (22E)-3,5-dihidroxi-50t-estigmast-22-en-6-ona (55), con un
rendimiento de 74 %.

P.f.: 209-211°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,67 (H-18, 3H, ), 0,75 (H-19, 3H, ), 0,79 (H-27 3H, 4, ] = 6,0), 0,80
(H-29 3H, 4] =1,2),0,85 (H-26 3H, 4, ] = 6,3),2,71 (H-7a, 1H, dd, ] = 12,6 y 12,6), 4,30 (H-3 B,
1H, m), 5,02 (H-23, 1H,dd,] = 15,1y 8,6), 5,15 (H-22, 1H,dd, ] = 15,1 y 8,0).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,2 (C-18 y C-29); 13,7 (C-19); 19,0 (C-206); 21,1 (C-11); 21,1y 21,2
(C-21y C-27); 24,0 (C-15); 25,4 (C-2); 25,4 (C-28); 28,3 (C-1); 28,8 (C-16); 31,4 (C-4); 31,9 (C-25);
37,7 (C-8); 39,6 (C-12); 40,5 (C-20); 41,7 (C-7); 43,0 (C-13); 43,8 (C-10); 44,8 (C-9); 51,2 (C-24);
56,0y 56,5 (C-17 y C-14); 67,5 (C-3); 80,3 (C-5); 129,5 (C-23); 138,1 (C-22); 211,9 (C-6).

EM (IE) m/ 2 (int. rel): 444 [M]* (11); 426 (12); 408 (5); 365 (21); 269 (26); 55 (100).
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EMAR (IE): Calculado para C, H O, : 444,3603, hallado 444,3604.

(22R,23R)-31,5,22,23-Tetrahidroxi-5a-estigmastan-6-ona (46).

K20504 / KiF e{CN)s /
KO, / CHySONH, /
(OHQD),Phal/ 1-8uOH / agua

11 dias. t.a

150 mg (0,34 mmol) de (22E)-3,5-dihidroxi-50t-estigmast-22-en-6-ona (55) se sometieron a
una dihidroxilacién catalitica asimétrica seguin la técnica habitual. El producto crudo de la reaccién
se purificé por cromatografia en columna de silica (cloruro de metileno / isopropanol) para dar
(22R, 23R)-30,5,22,23-tetrahidroxi-50-estigmastan-6-ona (46) (26 % de rendimiento).

P.f.: 238°C.

RMN-'H (500 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 0,67 (H-18, 3H, 5); 0,75 (H-19, 3H, s); 0,91 (H-21, 3H,
d,] =6,8);0,92 - 0,99 (H-26, H-27 y H-29, 9H, »); 2,71 (H-7a, 1H, dd, ] = 12,6 y 12,5); 3,58 (H-22,
1H, dd, ] = 8,4y 1,3); 3,71 (H-23, 1H, dd, ] = 8,4 y 1,3); 3,87 (H-3B, 1H, m).

RMN-"C (50 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 11,6 (C-21); 12,2 (C-18); 13,3 (C-29); 13,7 (C-19); 19,0
(C-28); 19,2 (C-26); 20,9 (C-27); 21,1 (C-11); 24,0 (C-15); 25,4 (C-2); 28,3 (C-1); 28,8 (C-25); 28,8
(C-16); 31,4 (C-4); 36,7 (C-20); 37,7 (C-8); 39,6 (C-12); 41,7 (C-7); 43,0 (C-13), 43,8 (C-10); 44,8 (C-
9); 46,4 (C-24); 56,0y 56,5 (C-17y C-14);67,5 (C-3); 72,2 (C-23); 74,2 (C-22); 80,3 (C-5); 211,9 (C-
6).

M (FAB) m/ % (int. rel): 479 [M+H]* (23); 477 (2) *; 461 [M+H-H,O]" (31); 443 (45); 425 (100).
EMAR (FAB): Calculado para C, H O, (M-H)": 477,3580, hallado 479,3567.

Acetato de (22E)-5-fluoro-6 3 -hidroxi-50.-estigmast-22-en-3 3 -ilo (57).

HFPy/ CH Q2
—_
1h.,-12°C

En un recipiente de polietileno, conteniendo 15 ml de diclorometano, se disolvieron 250 mg de
acetato de (22E)-5[3,63-epoxiestigmast-22-en-3-ilo (10) (0,53 mmol). 1.a solucion se enfri6 en
bafio de hielo / sal a—12°C, y se agregaron 0,5 ml de solucién de HI*-Py. La agitacién se mantuvo
durante 1 hora. La mezcla de reaccion se volcé sobre agua y se extrajo con diclorometano. La fase

orginica se secé lavo 4 veces con solucion saturada de bicarbonato de sodio, se seco y se evaporé a
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presion reducida. El residuo se disolvié en tolueno y se volvié a vaporar para eliminar la piridina
presente. El producto crudo se purificé por cromatografia en columna (hexano / AcOEt9: 1) para
dar acetato de (22E)-5-fluoro-6 B-hidroxi-5a-estigmast-22-en-3[-ilo (57), con un rendimiento
de 89 %.

P.f.: 215- 216°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,70 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27,3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29,3H, +,] =
7,2); 0,85 (H-26,3H, 4, ] = 6,3); 1,01 (H-21,3H, 4, | = 6,6); 1,16 (H-19, 3H, ); 2,02 (CH,CO-, 3H,
9;3,73(H-6a,1H, 4] = 4,5y]=2,3);5,02 (H-23, 1H, dd, J= 15,1y 8,6); 5,07 (H-3x, 1H, m);
5,15 (H-22, 1H,dd, J= 15,1y 8,6).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,)): 12,2y 12,3 (C-29 y C-18); 19,0 (C-26); 21,0 (C-11); 21,1 (CH,COO-
) 21,2 (C-21 y C-27); 16,5 (C-19,4, 7] .= 6,1); 24,2 (C-15); 25,4 (C-28); 26,5 (C-2); 28,8 (C-16);
29,7 (C-1); 31,9 (C-25); 32,0 (C-8); 35,0 (C-7); 39,7 (C-12); 40,4 (C-20); 42,6 (C-13); 45,9 (C-9);
51,2 (C-24); 35,4 (C-4,4, %] .= 20,2); 55,8 56,0 (C-17 y (C-14); 38,4 (C-10, 4,7 .=19,3); 70,4 (C-
3,d,7]..=3,8);73,0(C-6,d,7 .= 35,4); 98,6 (C-5,d, '] .= 166,9); 129,4 (C-23); 138,2 (C-22);
170,4 (CH,COO-).

RMN-"F (376 MHz, CDCl,)): -161,2 (4, /] .= 39,5).

EM (IE) m/z (int. rel): 490 [M]* (9); 475 (1); 447 (3); 349 (21); 43 (100).

EMAR (IE): Calculado para C, H, O,F: 490,3822; hallado 490,3823.

También pudo aislarse acetato de (22E)-6-oxo-50t-estigmast-22-en-3B-ilo’ (58) con un rendi-
miento de 5 %

P.f:147°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,):): 0,68 (H-18, 3H, 5); 0,77 (H-19, 3H, 5); 2,18 (H-7a, 1H,dd, ] = 12,1
y2,2); 2,30 (H-5a, 1H, dd, = 12,5y 4,0); 2,40 (CH,COO-, 3H, 5); 4,67 (H-3¢, 1H, m); 5,10 (H-22
y H-23, 2H, m).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,0y 12,1 (C-18y C-29); 12,9 (C-19); 18,7 (C-26); 20,8, 21,1 y 21,2 (C-
21, C-27 y CH,COO0-); 20,9 (C-11); 23,7 (C-15); 25,1 (C-28); 27,4 (C-16); 25,8 (C-2); 31,5 (C-25);
26,6 (C-4);36,1 (C-1); 37,6 (C-8); 39,1 (C-12); 40,3 (C-20); 40,9 (C-10); 42,6 (C-13); 46,3 (C-7); 50,9
(C-24); 53,5 (C-9); 56,5 (C-5); 56,1 y 56,6 (C-17 y C-14); 72,5 (C-3); 129,3 (C-23); 137,9 (C-22);
170,5 (CH,CO0-); 209,6 (C-6).

EM (IE) m/ 2 (int. rel): 470 [M]* (22); 427 (4); 410 (4); 367 (20); 358 (31); 271 (25); 43 (100).

Acetato de (22E)-6-(trimetilsililoxi)-5,22-dien-3 -ilo (61).

M 3SICH/ EtyN

DMF
10h.. refijo

AcO' 58 AcO 61
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Se disolvieron 650 mg (1,4 mmol) de acetato de (22E)-6-ox0-50t-estigmast-22-en-3B-ilo (58) en
15 ml de DMF. Se agregaron 0,5 ml de cloruro de trimetilsililo y 1 ml de trietilamina. .a mezcla se
reflujé durante 10 horas, se llevé a temperatura ambiente, y se diluyé con 50 ml de diclorometano.
Selavé cons.s. de NaHCO,, y la fase organica resultante se evapord a presion reducida. El producto
crudo se utiliz6 directamente en la reaccién subsiguiente. El contenido del enol silil éter en la mezcla
obtenida se estimé a partir de la integracién de las sefiales de los hidrégenos 22y 23 y la
correspondiente al grupo trimetilsililo, y resulté ser de un 73%, aproximadamente.

La purificacién de parte de la mezcla obtenida, permitié separar el acetato de (22E)-6-
(trimetilsililoxi)-5,22-dien-3f3 -ilo (61) como un aceite.

RMN-'H (200 MHz, CDCl)): 0,23 ((CH,),SiO-, 9H, 9; 0,71 (H-18, 3H,+); 0,91 (H-19, 3H, 1); 2,04
(CH,CO-, 3H, 5); 4,30 (H-30, 1H, m); 5,10 (H-22 y H-23, 2H, m).

RMN-C (50 MHz, CDCl)): 12,0y 12,2 (C-18 y C-29); 19,0 (C-26); 19,3 (C-19); 21,0 (C-11); 21,0y
21,3 (C-21yC-27); 21,2 (CH,CO-); 24,3 (C-15); 25,4 (C-28); 26,9 y 28,0 (C-2 y C-4); 28,9 (C-10);
31,8 (C-25); 32,9 (C-10); 36,2 (C-8); 36,5y 37,5 (C-1 y C-7); 39,6 (C-12); 40,5 (C-20); 42,2 (C-13);
48,1 (C-9); 51,2 (C-24); 55,9y 56,7 (C-17 y C-14); 73,8 (C-3); 120,6 (C-5); 129,1 (C-23); 138,1 (C-
22);151,5(C-6);175,5 (CH ,CO-).

EM (IE) m/ g (int. rel): 542 [M]* (0,1); 467 (0,3); 410 (1); 347 (2); 43 (100).

Acetato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50.-estigmast-22-en-3 B-ilo (59).
Método a)

PCC /CF3C00" HPy®
CHLC,

3n, ta

AcO

Se trat6 una solucién de acetato de (22E)-5-fluoro-63-hidroxi-50.-estigmast-22-en-3 B -ilo (57)
(300 mg, 0,61 mmol), en cloruro de metileno (60 ml), con clorocromato de piridonio (500 mg, 1,32
mmol) y trifluoroacetato de piridonio (100 mg, 0,52 mmol). La suspensién se mantuvo con agitacién
a temperatura ambiente por 3 horas. Luego de filtrar a través de un lecho de Celite, la solucion se
evaporé a presion reducida. La purificacién por cromatografia en columna de silica (hexano /
AcOFEt 95:5) permiti6 aislar acetato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50.-estigmast-22-en-3-ilo (59),
con un rendimiento del 84% .

P.f.: 162- 163°C.

RMN-'H (500 MHz, CDCl,): 0,67 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27,3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29,3H, 4, ] =
7,2); 0,83 (H-19, 3H, 5); 0,85 (H-26,3H, 4, ] = 6,3); 1,01 (H-21,3H, 4,] = 6,6); 2,05 (CH,CO-, 3H,
;2,70 (H-70, dd, J= 12,6 y 12,3); 5,02 (H-23, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,04 (H-3, 1H, »); 5,15 (H-
22,1H, dd, ] = 15,1y 8,6).
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RMN-"C (125 MHz, CDCl): 12,1y 12,2 (C-29y C-18); 13,7 (C-19, 4, Ter=5,1); 18,9 (C-26); 21,1
(C-11);21,1y21,3 (C-27 y C-21);21,2 (CHCO); 23,9 (C-15); 25,4 (C-28); 26,0 (C-2); 28,7 (C-16);
30,3 (C-1); 30,5 (C-4, 4,7] = 25,3); 31,8 (C-25); 37,8 (C-8); 39,2 (C-12); 40,4 (C-20); 42,5 (C-7); 42,9
(C-13); 45,4 (C-9,4, ] ,.= 3,9); 51,2 (C-24); 55,8y 56,3 (C-17 y C-14); 43,2 (C-10,4,?] .= 19,8); 69,6
(C-3); 100,8 (C-5, 4, '] = 176,0); 129,6 (C-23); 137,9 (C-22); 170,4 (CH COO-); 207,2 (C-6,d, 7] .
=27,1).

RMN-"F (376 MHz, CDCl)): -159,7 (4, ] ,, = 42,5).

EM (IE) 7/ % (int. rel): 488 [M]* (0,3); 445 (0,2); 410 (1); 347 (2); 43 (100).

EMAR (IE): Calculado paraC, H_O,F : 488,3666, hallado 488,3663.

3t tes
Método b)
' e
XeF,
CH
e
Ac 61
My

Se disolvié 310 mg de una mezcla conteniendo aproximadamente 70 % de acetato de (22E)-6-
(trimetilsililoxi)-5,22-dien-3[ -ilo (61) en diclorometano anhidro. Se agregaron 170 mg (0,9 mmol)
de difluoruro de xendn, y se mantuvo la agitacion de la solucién durante 2 horas a temperatura
ambiente. La mezcla se lavo entonces con NaHCO, (s.s.), y 1a fase orgéanica se secé y evaporé. Se
obtuvo un producto que, al ser purificado por cromatografia en columna de silica, permiti6 obtener
el acetato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50t-estigmast-22-en-3-ilo (59) con un rendimiento cercano
al 72 %.

(22E)-5-Fluoro-3 [ -hidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona (60).

K,003 / MeOH
i ant Mtk
4h,ta.

A una solucion de acetato de (22E)-5-fluoto-6-oxo-50.-estigmast-22-en-6-ona-3f-ilo (59) (540
mg, 1,10 mmol) en metanol (60 ml) se agreg6 catbonato de potasio (100 mg, 0,72 mmol). Después
de 4 horas de reaccién a temperatura ambiente, se agrego cloruro de amonio (s. s.) hasta neutralidad.
Se evapor6 el metanol a presion reducida y la fase acuosa se extrajo con cloruro de metileno. La fase
orginica se sec6 y evaporo. El residuo se purificé por cromatografia en columna de silica (hexano /
AcOEt9:1) yse obtuvo (22E)-5-fluoro-3[3-hidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona (60) con un 96%
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de rendimiento.

P.f.:149-151°C

RMN-'H (500 MHz,CDCl)): 0,68 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27 3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29 3H, 4 J=
7,2); 0,85 (H-26 3H, 4, ] = 6,3); 0,90 (H-19, 3H, 5); 1,01 (H-21 3H, d,]=6,6);2,70 (H-7a,dd, ]=
12,6 y 12,3); 4,05 (H-3a, 1H, »); 5,02 (H-23, 1H, dd, J= 15,1 y 8,6); 5,15 (H-22,1H,dd, ] = 15,1y
8,0).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,2 (C-18 y C-29); 13,8 (C-19,4, ] .,.=5,9); 19,0 (C-26); 21,1 y 21,2
(C-21y C-27); 21,2 (C-11); 24,0 (C-15); 25,4 (C-28); 28,6 (C-16); 30,0y 30,8 (C-1y C-2);31,9 (C2-
5); 33,9 (C-4, 4,7 .= 22,2); 37,8 (C-8); 39,4 (C-12); 40,3 (C-20); 42,7 (C-7); 43,2 (C-10, 4, 7] .
=15,3); 42,9 (C-13); 45,6 (C-9); 51,2 (C-24); 56,0 y 56,5 (C-17 y C-14); 66,9 (C-3); 101,3 (C-5,d, '] .
=175,4); 129,7 (C-23); 137,9 (C-22); 207,2 (C-6, 4, ] .= 26,8).

RMN-"F (376 MHz, CDCl)): -159,1 (4,°] . = 42,5).

EM (IE) m/ (int. rel.): 446 [M]*(14); 426 (4); 403 (9); 333 (23); 305 (33); 55 (100).

EMAR (1E): Calculado para C, H O F: 446,3560, hallado 446,3560.

2 9

(22R,23R)-5-Fluoto-3[3,22,23-trihidroxi-50.-estigmastan-6-ona (47).

o, ‘/\);/
K20904 / KF o{CN)g /

K2C€05/ CHySONH, !
(DHQD), Phal /1-BuCH / agua

11 dias,La

La dihidroxilacién catalitica asimétrica de 198 mg (0.44 mmol) de (22E)-5-fluoro-33-hidroxi-50.-
estigmast-22-en-6-ona (60), segin la técnica habitual, permitié obtener (22R,23R)-5-fluoro-
3B,22,23-trihidroxi-5Q.-estigmastan-6-ona (47), con un rendimiento de 19 %. La purificacién se
efectud por cromatografia en columna de silica (gradiente hexano / AcOEy).

P.f.:207°C.

RMN:-'H (500 MHz, CDC, / MeOD 95:5): 0,68 (H-18, 3H, 5); 0,90 (H-19, 3H, 5); 0,91 (H-21, 3H,
d,}J =6,8);0,92-0,99 (H-26, H-27 y H-29,9H, m); 2,58 (H-7a, 1H, dd, ] = 12,5y 12,5); 3,58 (H-22,
1H, dd, ] = 8,4y 1,3); 3,71 (H-23,1H, dd, ] = 8,4y 1,3); 3,88 (H-3 ., 1H, ).

RMN-"C (125 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): 11,6 (C-21); 12,2 (C-18); 13,3 (C29); 13,8 (C-19,d, ] .
=06,2); 18,7 (C-28); 19,1 (C-26); 21,2 (C-27);21,2 (C-11); 24,0 (C-15); 28,6 (C-16); 28,7 (C-25); 30,0
y 30,8 (C-1yC-2);33,9 (C-4,4,7 .= 22,1); 36,8 (C-20); 37,8 (C-8); 39,4 (C-12); 42,7 (C-7); 42,9 (C-
13); 43,2 (C-10,4,% ,.= 14,8); 45,6 (C-9); 46,5 (C-24); 56,0 y 56,5 (C-17 y C-14); 66,9 (C-3); 72,0 (C-
23); 74,1 (C-22);101,3 (C-5,4,'] .= 176,9); 207,2 (C-6, 4,7 .= 27,2).
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RMN-"F (376 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): -159,1 (4, ],,.= 42,5).
EM (FAB) m/%(int. rel.) : 481 [M+H]*(25); 463 (100); 445 (81); 425 (22).
EMAR (FAB): Calculado para C_ H,O F (M-H)*: 479.3537, hallado 479.3529.

Acetato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50.-estigmast-22-en-3a-ilo (62).

DIAD /PP
AcOH/ benceno

24h,ta

A una solucién de (22E)-5-fluoro-33-hidroxi-5 a-estigmast-22-en-6-ona (59) (450 mg, 1,01 mmol),
acido acético (0,05 ml) y trifenilfosfina (430 mg, 1,68 mmol) en 15 ml de benceno seco se agrego,
gota a gota, azadicarboxilato de isopropilo (DIAD, 350 mg, 2,01 mmol) previamente disueltos en 5
ml de benceno. Se mantuvo la agitacion a temperatura ambiente por 24 horas en atmésfera inerte,
luego de lo cual se evapor6 el solvente a presion reducida. La purificacién del producto crudo por
cromatografia en columna de silica (hexano) permitié obtener acetato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-
5a-estigmast-22-en-3a-ilo (62) con un rendimiento del 77%.

P.f.: 154°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,67 (H-18, 3H, s); 0,79 (H-27,3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29,3H, 4, ] =
7,2); 0,80 (H-19, 3H, 5); 0,85 (H-26,3H, 4,] = 6,3); 1,01 (H-21,3H, 4,] = 6,6); 2,03 (CH,COO-, 1H,
s); 2,61 (H-70, dd, J= 12,6y 12,3); 4,95 (H-3B, 1H, »); 5,02 (H-23, 1H,dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,15 (H-
22,1H,dd, ]=15,1y8,6);.

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,2 (C-18 y C-29); 13,6 (C-19,4,’] .. = 5,4); 19,0 (C-26); 21,0 (CH,COO-
);21,0y21,1 (C-21y C-27); 21,4 (C-11); 23,9 (C-15); 24,8 y 26,5 (C-1 y C-2); 25,3 (C-28); 28,1 (C-
4,d,7 ,=22,0);28,6 (C-16); 31,8 (C-25); 37,9 (C-8); 39,4 (C-12); 40,4 (C-20); 42,3 (C-7); 43,4 (C-
10,4, 7= 20,3); 43,1(C-13); 45,4 (C-9,4, ] .= 5,4); 51,2 (C-24); 55,8 y 56,4 (C-17 y C-14); 67,3
(C-3); 99,2 (C-5,4,'] _.=1717,7);129,7 (C-23); 137,9 (C-22); 170,6 (CH,COO-); 207,9 (C-6,4, ] .=
28,5).

RMN-"F (376 MHz, CDCl)): -157,5 (4, ] ,,. = 45,0).

EM (1E) m/ 2 (int. rel.): 488 [M]*(2); 445 (1); 408 (2); 375 (5); 347 (8); 269 (5); 55 (100).
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(22E)-3a -Hidroxi-5-metoxi-50. -estigmast-22-en-6-ona (63).

K005 / MeOH
Sh, La.

Se disolvieron 250 mg (0,51 mmol) de acetato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50.-estigmast-22-en-
3a-ilo (62) en 50 ml de metanol. Se agregaron 70 mg (0,66 mmol) de carbonato de sodio, y se
mantuvo la agitacién durante 5 horas, a temperatura ambiente. Se neutralizé con HCI 2M, se evaporé
el metanol y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se secd, evapord y el
producto crudo se purificé por cromatografia en columna de silica (hexano / AcOEt 8:2). Se obtuvo
un 86% de (22E)-3 o -Hidroxi-5-metoxi-50 -estigmast-22-en-6-ona (63).

P.f:163°C

RMN-'H (500 MHz, CDCl,): 0,67 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-19, 3H,5); 0,79 (H-27 3H, 4, ] = 6,0); 0,80
(H-29 3H, 4, ]=17,2);0,85 (H-26 3H, 4,] = 6,3); 1,01 (H-21 3H, 4,] = 6,6); 2,33 (H-7a, £, = 12,6
); 3,22 (CH,O-, 3H, 5); 3,97 (H-3B, 1H, »); 5,02 (H-23, 1H,dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,15 (H-22, 1H, dd, ]
=15,1y 8,0).

RMN-"C (125 MHz, CDCl,): 12,2 (C-18 y C-29); 14,0 (C-19); 19,0 (C-26); 21,0 (C-21); 21,1 (C-11);
21,1 (C-27); 25,1 (C-2); 25,2 (C-4); 25,4 (C-28); 28,3 (C-1); 28,7 (C-16); 31,9 (C-25); 37,9 (C-8); 39,5
(C-12); 40,4 (C-20); 43,0y 44,3(C-10y C-13); 43,1 (C-7); 44,2 (C-9); 51,2 (C-24); 52,1 (CH,O-) 55,9
(C-14); 56,7 (C-15); 56,7 (C-17); 66,4 (C-3); 86,7 (C-5); 129,6 (C-23); 137,9 (C-22); 212,7 (C-0).
EM (1E) m/ g (int. rel): 458 [M]* (5); 365 (3); 269 (6); 241 (6); 123 (15); 97 (42); 55 (100).

EMAR (IE): Calculado para C, H, O,: 458,3760, hallado 458,3757.

Formiato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50.-estigmast-22-en-30.-ilo (64).

DIAD/ PhyP
HCOOH / benceno

24 h, La.

A una solucién de (22E)-5-fluoro-33-hidroxi-5 0t -estigmast-22-en-6-ona (60) (228 mg, 0,50 mmol),
acido formico (0,035 ml) y trifenilfosfina (212 mg, 0,83 mmol) en 10 ml de benceno seco se agregd,
gota a gota, azadicarboxilato de isopropilo (DIAD, 170 mg, 0,98 mmol) previamente disueltos en 2
ml de benceno. Se mantuvo la agitacién a temperatura ambiente por 24 horas en atmésfera inerte,
luego de lo cual se evapord el solvente a presion reducida. La purificacién del producto crudo por
cromatografia en columna de silica (hexano / AcOEt 9:1) permitié obtener formiato de (22E)-5-

fluoro-6-oxo-50.-estigmast-22-en-3a-ilo (64) con un rendimiento del 77%.
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P.f.: 151-152°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,68 (H-18, 3H, s); 0,79 (H-27,3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29,3H, 1, ] =
7,2);0,80 (H-19, 3H, 5); 0,85 (H-26,3H, 4, ] = 6,3); 1,01 (H-21,3H, d, ] = 6,6); 2,62 (H-7 t, dd, ] =
12,6y 2,3); 5,02 (H-23, 1H,dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,15 (H-22, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,27 (H-3pB, 1H,
7); 8,02 (1H, s, HCOO-).

RMN-"C (50 MHz, CDCl): 12,2 (C-18 y C-29); 13,5 (C-19,4,’] .= 6,0); 19,0 (C-26); 21,0 21,1 (C-
21y C-27); 21,1 (C-11); 23,9 (C-15); 24,8 26,4 (C-1y C-2); 25,3 (C-28); 25,9 (C-4,4, 7] .= 22,1);
28,6 (C-16); 31,8 (C-25); 37,9 (C-8); 39,3 (C-12); 40,4 (C-20); 42,3 (C-7); 43,4 (C-10,d, 7 .= 19,8);
43,0 (C-13); 45,4 (C-9,4,’] .= 5,0); 51,2 (C-24); 55,8 56,4 (C-17 y C-14); 67,2 (C-3); 99,0 (C-5, ,
Jo-=178,8);129,7 (C-23); 137,9 (C-22); 160,5 (HCOO-); 207,8 (C-6,4, )] .= 27,0).

RMN-"F (470 MHz, CDCl)): -157,0 (4, ’], .= 45,3).

EM (IE) m/ % (int. rel.): 474 [M]*(11); 431 (6); 362 (18); 333 (30); 55 (100).

EMAR (IE): Calculado para C, H_O,F: 474,3509, hallado 474,3509.

30 "7

(22E)-5-Fluoro-3a.-hidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona (65).

. A
KHCO, / MeOH
4h.ta
o i 65

o

300 mg (0,63 mmol) de formiato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50.-estigmast-22-en-3a.-ilo (64) se
hidrolizaron con bicarbonato de potasio (100 mg, 0,94 mmol), en una mezcla de 30 ml de metanol
y 2 ml de agua, a temperatura ambiente. Luego de 6 horas, se neutralizé con HCl 1M, se evapor6 el
metanol y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se seco, evaporo y el
producto crudo se purificé por cromatografia en columna de silica para dar (22E)-5-fluoro-30i-
hidroxi-50.-estigmast-22-en-6-ona (65), con un rendimiento de 88%.

P.f.: 149-150°C.

RMN-'H (200 MHz, CDCl,): 0,68 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-19, 3H, 5); 0,79 (H-27 3H, 4, ] = 6,0); 0,80
(H-29 3H, 4, J=7,2); 0,85 (H-26 3H, 4,] = 6,3); 1,01 (H-21 3H, 4,] = 6,6); 2,61 (H-70, dd, ]= 12,6
y 12,3); 4,07 (H-3B, 1H, m); 5,02 (H-23, 1H,dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,15 (H-22,1H,dd, J= 15,1 y 8,6).
RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,2 (C-18y C-29); 13,4 (C-19,4,’] .= 5,9); 19,0 (C-26); 21,0y 21,1
(C-21y C-27); 21,1 (C-11); 23,9 (C-15); 25,8 y 27,8 (C-1 y C-2); 25,3 (C-28); 30,6 (C-4,4, ] .=
19,8); 28,6 (C-16); 31,8 (C-25); 37,9 (C-8); 39,3 (C-12); 40,3 (C-20); 42,3 (C-7,4,’] .= 2,2); 43,7 (C-
10, 4,7 .= 19,0); 43,0 (C-13); 45,6 (C-9,4, ] .= 4,9); 51,2 (C-24); 55,8 y 56,4 (C-17 y C-14); 65,3
(C-3);102,5 (C-5, 4, ] .=172,4); 129,7 (C-23); 137,9 (C-22); 207,4 (C-6, d, ] _.=27,2).

RMN-"F (470 MHz, CDCl)): -154,7 (4,°], .= 48,0).
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EM (IE) 7/ z (int. rel): 446 [M]" (5); 426 (1); 403 (2); 365 (4); 334 (12); 305 (15); 55 (100).
EMAR (IE): Calculado para C _H, O F: 446,3560, hallado 446,3560.

b Y

(22R, 23R)-5-Fluoro-30-22,23-trihidroxi-50.-estigmastan-6-ona (48).

K050,/ K4Fe(CN)g /
KC Oy 1 CH3SONH, /
(OHQDY), Phal/ t-BuOH / agua

10dis, 1 .a.

220 mg (0,49 mmol) de (22 E)-5-fluoro-30.-hidroxi-50t-estigmast-22-en-6-ona (65), se someteron
al tratamiento habitual de la dihidroxilacién catalitica asimétrica. El producto crudo de la reaccién
se purificé por cromatografia en columna de silica (gradiente de hexano / AcOEr) y se obtuvo
(22R, 23R)-5-fluoro-30-22,23-trihidroxi-5 0t-estigmastan-6-ona (48) con un rendimiento del 21%.
P.f: 152-153°C

RMN-'H (500 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 0,68 (H-18, 3H, 5); 0,86 (H-19, 3H, 5); 0,91 (H-21, 3H,
d, ] =6,8);0,92 - 0,99 (H-26, H-27 y H-29,9H, »); 2,60 (H-70., 1H, dd, ]=12,5y 12,6); 3,58 (H-22,
1H, dd, ] = 8,4y1,3);3,71 (H-23, 1H,dd, ] = 8,4 y 1,3); 4,07 (H-3J, 1H, m).

RMN-“C (125 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): 11,6 (C-21); 12,1 (C-18); 13,3 (C29); 13,4 (C-19,4, 7] .
= 6,0); 18,6 (C-28); 19,2 (C-26); 20,8 (C-27); 21,1 (C-11); 23,9 (C-15); 25,9y 27,5 (C-1y C-2); 28,6
(C-10); 28,8 (C-25); 30,4 (C-4,4,7 ... = 19,5); 36,8 (C-20); 37,7 (C-8); 39,3 (C-12); 42,3 (C-7,d, ] ..
=1,9); 43,7 (C-10,4, 7 ,,.= 19,3); 43,2 (C-13); 45,6 (C-9,4,”] .= 4,9); 46,4 (C-24); 55,8 y 56,4 (C-
17y C14); 65,3 (C-3); 72,1 (C-23); 74,1 (C-22);102,5 (C-5,4,"] ..=172,0); 207,4 (C-6, 4, *] ;.= 26,9).
RMN-"F (470 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): -154,7 (4, ], .= 48,6).

EM (FAB) m/%(int. rel.): 481 [M+H]" (32); 463 (93); 445 (100); 425 (37).

EMAR (FAB): Calculado para C, H O F (M-H)": 479,3537, hallado 479,3540.

Metansulfonato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50t-estigmast-22-en-3 B -ilo (66).

A una solucién de (22E)-5-fluoro-3 -hidroxi-5 0-estigmast-22-en-6-ona (60) (250 mg, 0,51 mmol)
en 20 ml de piridina se agregaron 1,5 ml de cloruro de metansulfonilo. Después de una hora a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se acidificé con HCI 5% vy se extrajo con cloruro de

metileno. La fase orginica se lavo con agua, se secé y evapord a presion reducida. 1il producto
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crudo se purificé por cromatografia en columna de silica (hexano / AcOEt 9:1) obteniéndose
metansulfonato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50:-estigmast-22-en-3-ilo (66), con un rendimiento
del 98%.

P.f.: 175-177C.

RMN-'H (200 MHz, CDC,): 0,68 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27,3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29,3H, 4, ] =
7,2); 0,82 (H-19, 3H, 5); 0,85 (H-26,3H, 4, ] = 6,3); 1,01 (H-21, 3H,4d, ] = 6,6); 2,71 (H-7¢, 1H, dd,
J=12,6y12,5);3,01 (CH,SO.-, 3H, ;4,90 (H-3a, 1H, m); 5,02 (H-23, 1H,dd, ] = 15,1y 8,6); 5,15
(H-22,1H, dd, ] = 15,1 y 8,6).

RMN-"C (50 MHz, CDCl)): 12,2 (C-18 y C29); 13,7 (C-19,4,7] .= 4,9); 19,0 (C-26); 21,1 (C-11);
21,1y21,2 (C-27y C-21); 23,9 (C-15); 25,3 (C-28); 27,5 (C-2); 28,6 (C-16); 30,4 (C-1); 31,4 (C-4,4,
7..=21,1); 31,8 (C-25); 37,7 (€-8); 38,7 (CH,SO,); 39,2 (C-12); 40,3 (C-20); 42,5 (C-13); 43,0 (C-
7); 43,5 (C-10, 4,7 ,.=16,8); 45,5 (C-9, 4,] ,.=3,0); 51,2 (C-24); 56,3 (C-14 y C-17); 77,9 (C-3);
100,9 (C-5, 4,'] ,.=176,0); 129,7 (C-23); 137,8 (C-22); 206,9 (C-6,4, 7] . = 26,2).

RMN-"F (470 MHz, CDCl)): -159,6 (4, ’],,, = 42,5).

EM (IE): m/ 2 (int. rel.); 524 [M]*(1); 481 (1); 383 (7); 55 (100).

EMAR (IE): Calculado para C, H O SF 524,3335, hallado 524,3330.

307749 T4

(22E)-5-Fluoro-50-estigmasta-2,22-dien-6-ona (67).

LiBr/ DMF
rdbjo +
H 67
F

Una solucién metansulfonato de (22E)-5-fluoro-6-oxo-50-estigmast-22-en-3-ilo (66), (354
mg, 0,67 mmol) en 10 m]l de DMF;, se traté con 217 mg de LiBr (2,49 mmol), a reflujo, bajo atmésfera

de nitrégeno durante 1 hora. El solvente se evapord a presion reducida, el residuo se resuspendié en
agua y se extrajo con cloruro de metileno. La fase orgénica se secé y evapord. La purificacién del
producto crudo por cromatografia en columna de silica (hexano) permiti6 obtener (22E)-5-fluoro-
5a-estigmasta-2,22-dien-6-ona (67), con un rendimiento de 76%.

P.f:121°C

RMN-'H (200 MHz, CDCl): 0,75 (H-18, 3H, 5); 0,79 (H-27,3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29, 3H, 1, ] =
7,2); 0,82 (H-19, 3H, 5); 0,85 (H-26, 3H, 4, ] = 6,3); 1,01 (H-21, 3H, 4, ] = 6,6); 2,72 (H-7a., 1H, dd,
J=12,6y7,9);5,02(H-23,1H,dd,] = 15,1 y8,6); 5,15 (H-22,1H,dd, ] = 15,1 y 8,6); 5,56 - 5,71 (H-
2y H-3, 2H, ).

RMN-"C (50 MHz, CDCl,): 12,2y 12,9 (C-18 y C-29); 14,0 (C-19,4,’] .. = 5,8); 19,0 (C-26); 21,0y
21,1 (C-27y C-21);21,2 (C-11); 24,0 (C-15); 25,3 (C-28); 26,7 (C-4,d,7] . = 23,8); 28,6 (C-16); 31,8
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(C-25); 34,7 (C-1); 37,9 (C-8); 39,3 (C-12); 40,4 (C-20); 42,4 (C-10,4,7] .= 20,8); 42,8 (C-13); 430
(C-7,4,°],,.= 1,9); 46,0 (C-9,4,7] .= 2,0); 51,2 (C-24); 55,9 y 56,4 (C-14y C-17);98,3 (C-5,4,'] ..
=176,0); 121,6 (C-3); 124,5 (C-2); 129,7 (C-23); 137,9 (C-22); 207,6 (C-6,4, %] ,.= 27,1).

RMN-"T* (470 MHz, CDCL): -161,0 (4, ’],,,.= 45,0).

LM (115) m/ g (int. rel.): 428 [M]* (12); 408 (2); 385 (7); 316 (18); 287 (25); 55 (100).

EMAR (IE): Calculado para C, H OF 428,3454, hallado 428,3454.

La elucién posterior permitié obtener (22E)-estigmasta-2,4,22-trien-6-ona” (68), con un
rendimiento de 10%.

P.f:135°C

RMN-'H (500 MHz, CDCl,): 0,72 (H-18, 3H, 4);0,79 (H-27,3H, 4, ] = 6,0); 0,80 (H-29, 3H, 4, | =
7,2); 0,85 (H-26, 3H, d,] = 6,3); 1.01 (H-19, 3H, ); 1,01 (H-21,3H,4, ] =6,6);2,56 (H-7c., 1H, dd,
J=16,9y4,3);5,02 (H-23,1H,dd, ] = 15,1y 8,6); 5,15 (H-22, 1H, dd, ] = 15,1 y 8,6); 6,07 (H-2y H-
3, 2H, »); 6,83 (H-4, 1H, m).

RMN-2C (125 MHz, CDCl)): 12,0 (C-29); 12,2 (C-18); 17,8 (C-19); 19,0 (C-26); 21,0 (C-11); 21,2
(C-21); 21,2 (C-27); 24,1 (C-15); 25,3 (C-28); 28,7 (C-16); 31,8 (C-25); 32,8 (C-8); 35,9 (C-10); 37,9
(C-1); 39,3 (C-12); 40,4 (C-20); 42,3 (C-13); 45,4 (C-7); 50,3 (C-9); 51,2 (C-24); 55,8 (C-14); 56,7 (C-
17); 123,2 (C-3); 128,3 (C-4); 129,6 (C-23); 132,7 (C-2); 138,0 (C-22); 140,7 (C-5); 200,0 (C-0).

(22R,23R)-5-Fluoro-20.,30.,22,23-tetrahidroxi-50-estigmastan-6-ona (49).

K20804 / KiFe(CN)s /
Kz Oy / CH3SONH,
(OHQD),-Phal / -BUOH / agua

10das, t.a.

760 mg (1,61 mmol) de (22E)-5-fluoro-50.-estigmasta-2,22-dien-6-ona (67) se sometieron a una
dihidroxilacién catalitica asimétrica segun la técnica habitual. El producto crudo de la reaccién se
purificé por cromatografia en columna de silica (gradiente de hexano / AcOEt) y se obtuvo
(22R,23R)-5-fluoro-20.,301,22,23-tetrahidroxi-50.-estigmastan-6-ona (49) con un rendimiento
del 15%.

P.f:245°C

RMN-'H (500 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): 0,68 (H-18,3H, 5); 0,91 (H-21, 3H, 4, ] = 6,8); 0.92 -
0,99 (H-26, H-27 y H-29, 9H, »); 0,96 (H-19, 3H, 5); 2,61 (H-7a, 1H, 4 ] = 12,5); 3,58 (H-22, 1H, dd,
J=8,4y1,3);3,71 (H-23,1H, dd,] = 8,4y 1,3); 3,76 (H-2 3, 1H, m); 4,05 (H-3B, 1H, dd,] = 6,0 y 3,0).
RMN-PC (125 MHz, CDCI, / MeOD 95:5): 11,6 (C-21); 11,7 (C-18); 13,4 (C-29); 14,2 (C-19,4, ] .
=5,2); 18,7 (C-28);19,2y20,9 (C-26 y C-27); 20,9 (C-11); 23,6 (C-15); 27,3 (C-16); 28,8 (C-25); 29,9
(C-4,d,7 .= 19,3); 34,3 (C-1); 36,8 (C-20); 37,4 (C-8); 39,9 (C-12); 42,0 (C-13); 42,8 (C-7); 42,8 (C-
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10,4, .= 24,8); 45,2 (C-9,d,’] .= 3,9); 46,4 (C-24); 52,3y 55,9 (C-14 y C17); 66,8 (C-3); 67,6 (C-
2); 74,1 (C-22); 72,2 (C-23); 98,2 (C-5,4, '] .= 176,9); 207,7 (C-6,d, 7] .= 27,0).

RMN-F (470 MHz, CDCl, / MeOD 95:5): -153,9 (4, ’],,,.= 45,4).

EM (FAB) m/z (int. rel.): 497 [M+H]* (12); 479 (100), 461 (31), 441 (22).

EMAR (FAB): Calculado para C, H ;O F (M-H)*: 495,3486, hallado 495,3470.

8.2.5. DIHIDROXILACION CATALITICA ASIMETRICA.

Esta reaccién se utilizé para la formacidn, a partir del doble enlace A2, del diol 22R,23R en la
cadena lateral de todos los andlogos sintetizados. En un procedimiento tipico, se disolvié 1 mmol
del esteroide en la minima cantidad de #butanol (30 2 70 ml, dependiendo de la solubilidad del
sustrato), y se agregé el mismo volumen de agua. Sobre esta mezcla se agregan 0,93 g (0,5 mmol) de
DHQD,-Phal, 450 mg (2 mmol) de metansulfonamida, 4.5 g (5,9 mmol) de ferricianuro de potasio,
2 g (100 mmol) de carbonato de potasio, y 30 mg (0,08 mmol) de osmato de potasio.

La mezcla se mantiene con agitacién vigorosa, a temperatura ambiente, durante 9 a 14 dias. La
reaccién, controlada por c.c.d., generalmente no se completa. Se agrega bisulfito de sodio sélido, en
porciones pequeiias, hasta que cesa el desprendimiento de burbujas. La mezcla se extrae con AcOEt,
se lava con H,S0, 0,25 M (para extraer el auxiliar, que se recupera), con NaOH (para destruir el
exceso de metansulfonamida), y finalmente con agua. La fase organica se seca y evapora.

En cada caso, del crudo de reaccidén puede separarse el compuesto deseado, junto con el
correspondiente diasterémero 225,23, y una cantidad variable del producto de partida.

Es interesante aclarar que la reaccidon puede completarse si durante el transcurso de la misma se
agregan cantidades nuevas de osmato de potasio, pero el exceso de oxidante disminuye la
dasteroselectvidad en favor del isémero no requerido. Por esto, es preferible, en general, extraer los

productos y repetir la reaccion con el material de partida recuperado que no reacciond.

8.3. Ensavos BioLoaGicos.

8.3.1 INCLINACION DE LA LAMINA DE ARROZ.”

Se esterilizaron semillas de arroz (Oryza sativa cv, Chui) por inmersién en etanol durante 30 segundos,
Las semillas se lavaron 5 veces con agua estéril, y se mantuvieron sumergidas en agua, también
estéril, durante 48 hsa 30°C, con un fotoperiodo de 16 hs luz (45 HEms™) / 8 hs oscuridad, en
una cimara de crecimiento. Se seleccionaron las semillas que presentaban una radicula de al menos
1 mm, y se sembraron en cristalizadores sobre agaral 0,5 %, estéril y sin nutrientes. Los cristalizadores

se incubaron en un ambiente saturado de humedad en las mismas condiciones de temperatura e
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iluminacion durante 4 dias.

Se seleccionaron las plantulas cuyas partes aéreas midieran 4,5+ 0,5 cm. Se inyect6 a cada plantula,
2 mm por debajo de la ligula, 0,5 1l de una solucion etandlica del compesto a ensayar, y se incubaron
durante 48 hs a 30°C en oscuridad. Se midi6 el angulo inducido entre la 1imina y la vaina (Figura
8.1). Los valores informados en esta Tesis se obtuvieron promediando los dngulos medidos para 20

a 25 plantulas tratadas en las mismas condiciones.

a) b) |
angulo . . . .
inducido Figura 8.1.a) Plantula de arroz de 6 dias sin
inocular. b) Plantula inoculada, por debajo de
Hipola la zona ligular, con un BR activo.

-

8.3.2. ELONGACION DE EPICOTILOS DE SOJA.""

Se sumergieron semillas de soja (Ghane max cv, Williams 82) en agua durante 12 horas, y se sembraron
en bandejas sobre una mezcla 50 % vermiculita — 50 % perlita. Las plantulas crecieron durante 10
dias en invernadero (25 — 27°C) bajo iluminacién natural. Las secciones de epicotilos se obtuvieron
por escision de los primeros 1,5 cm por debajo de la plimula (Figura 8.2.a), y se sumergieron en
buffer KPSC (0,14 % KH,PO,, 2 % sacarosa, 0,005 % cloranfenicol, a pH 6) durante 2 horas, para

eliminar las auxinas endégenas, que pueden interferir en el ensayo.

Figura 8.2.a) Obtencion de los segmentos de epicotilos empleados en el ensayo. b) Epicotilos de soja

incubados durante 18 h, sin agregado de BRs exégeno (control) y con agregado de un BR activo (+HBL).
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Se colocaron 20 secciones en Erlenmeyers de 50 mL conteniendo 10 mL de buffer KPSC, y se
agreg6 al medio 100 pl de solucion etandlica del compuesto a ensayar. Los epicétilos se mantuvieron
con agitacion a 27°C, bajo iluminacién continua (impara Gro — Lux 25 HE m?s™'). Luego de 18 hs,
se midi6 la longitud de los epicétilos con una precision de 1 mm (Figura 8.2.b). Se promedié la

longitud de 10 segmentos tratados en las mismas condiciones.

8.3.3. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DE ARABIDOPSIS THALIANA. "’

Se esterilizaron semillas de Arabidopsis thaliana (cv Columbia), sumergiéndolas durante 10 minutos
en etanol absoluto y 20 minutos en hipoclorito de sodio 5 % (conteniendo 0,1 % de Trit6n X-100).
Las semillas se lavaron tres veces con agua estéril, y se incubaron cubiertas por agua durante 4 dias
a4°C.

El medio de cultivo (Gamborg B5 0,2 %, sacarosa 2%, agar 0,8% regulado a pH 5,8), se esterilizé en
autoclave en fracciones de 20 ml a las que se agregaron 0,5 ml de solucién etandlica del compesto
a ensayar. El medio se dej6 solidificar en placas de Petri, y se sembraron sobre el mismo las semilla
de A. thaliana. Las placas se incubaron en posicion vertical en una cimara de crecimiento a 20°C con
un fotoperiodo de 16 hs luz (50 HE m- s1) / 8 hs oscuridad durante 11 dias. Se promedié la longitud
de las raices y/o hipocétilos de 10 plantulas tratadas de igual manera.

La experiencia se repitié nuevamente, pero con plintulas incubadas durante 8 dias en oscuridad.

8.3.4. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DE MUTANTES DE ARABIDOPSIS THALIANA.

Se sigui6 el mismo procedimiento descripto anteriormente para el ensayo de inhibicion del
crecimiento de raices de .Arabidopsis, pero utilizando semillas de la variedad mutante des2. Las
plantulas se incubaron a 20°C, durante 11 dias en fotoperiodo o durante 8 dias en oscuridad,

segun el experimento.
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RESUMEN

En 1979 se describi6 la estructura del brassinélido (BL), una lactona esteroidal con potente actividad
de estimulacidn del crecimiento vegetal, presente en muy baja concentracién en extractos de polen
de Brassica napus (nabo silvestre). Desde ese momento se han encontrado, en todas las especies
vegetales estudiadas, mas de 50 compuestos estructuralmente relacionados, denominados
brassinosteroides (BRs). Actualmente se considera que los BRS son un nuevo tipo de hormonas

vegetales.

(o}
Brassindlido 28-Homobrassindlido
BL HBL

Elinterés en la probable aplicacién de estos compuestos como agroquimicos de origen natural, y el
hecho de que el aislamiento de fuentes naturales a gran escala no es viable, generé multiples esfuerzos

tendientes a su obtencién por sintesis quimica, a partir de precursores accesibles.

En esta Tesis se presenta, en el Capitulo 2, el desarrollo de métodos de sintesis mejorados para la
obtencién de BRs naturales de la serie 28-homo, a partir de estigmasterol. Se obtuvieron 28-
homobrassinélido (HBL) —homdlogo de C,, del brassinélido—, 28-homocastasterona (HCS), 28-
homotifasterol (HTY) y 28-homoteasterona (HTE), utilizando secuencias sintéticas mas breves y

eficientes que las publicadas anteriormente.

Posteriormente, result6 interesante intentar la sintesis de analogos de estos compuestos, con el fin
de estudiar los efectos que las modificaciones estructurales introducidas tenian sobre la actividad

biolégica.

Dado que los BRs son esteroides polioxigenados, una hipétesis muy aceptada indica que la interaccion
de estos compuestos con su receptor biolégico ocurriria a través de enlaces de hidrégeno. Se
planearon, entonces, diferentes estrategias para la obtencién de analogos de BRs con la intencién de
analizar efectos de correlacidn estructura-actividad. Las modificaciones estructurales realizadas
incluyeron la introduccién de grupos hidroxilos adicionales, la eliminacién de grupos hidroxilo o
carbonilo de los compuestos naturales, la inclusiéon de atomos de flior en posiciones no sustituidas,

y el reemplazo de funciones oxigenadas habituales por fluoruro.
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La obtencién de analogos fluorados en C-3 se presenta en el Capitulo 3.
La obtencién de anilogos con modificacion en C-6 se presenta en el Capitulo 4.

La obtencién de anilogos hidroxilados y fluorados en C-5 se presenta en el Capitulo 5.

Los estudios sobre la fluoracién de los distintos esteroides se efectué mediante estrategias que se
basan en la nucleofilicidad del fluoruro. En un caso particular se demostré la viabilidad de acceder
al compuesto propuesto por una fluoracion electrofilica, alternativa menos usual pero igualmente
eficaz. Por otro lado, se encontré evidencia experimental que mostré una reactividad imprevista en
los andlogos con un grupo 50-fluor. Este hecho derivé en el andlisis tedrico y experimental, mostrado
en el Capitulo 6, que reveld la posible participacion del flior en enlaces de hidrégeno intramolecular

como origen de la particular reactividad observada.

Los efectos sobre la actividad biolégica provocados por cada una de las modificaciones estructurales
efectuadas se analizaron, respectivamente, al final de cada capitulo. Una visién integradora de los
resultados de diferentes bioensayos se presenté en el Capitulo 7. Las conclusiones mds importantes

sonmn:

ILa actividad relativa encontrada para los compuestos naturales obtenidos, parece indicar
que la biosintesis de 28-homoBRs (C,,) seria similar a la establecida por otros investigadores
para los BRs de C,,. Los resultados obtenidos a partir de los anilogos fluorados en C-3y C-

6 parecen reafirmar este esquema biosintético.

Los precursores biosintéticos del HBL podrian poseer una actividad biolégica per se, y provocar

un efecto fisiolégico sin ser necesaria su transformacién en el HBLL.

Los bioensayos usados habitualmente en el estudio de los BRs presentan un panorama
complejo de resultados que no muestran una clara correlacidn estructura-actividad. La
respuesta relativa medida en cada bioensayo es altamente dependiente del modelo bioldgico

empleado y no necesariamente puede ser generalizada a otros bioensayos.

Para la obtencion de los 4 BRs naturales y de los 11 analogos nuevos de esta Tesis, se sintetizaron
numerosos compuestos intermediarios, de los cuales 29 fueron compuestos originales, y, por lo

tanto, completamente caracterizados.

El trabajo descripto en esta Tesis ha permitido la realizacién de dos publicaciones sobre la sintesis

de los compuestos, en revistas especializadas, y una publicacion en colaboracién, relativa a la aplicacién
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practica de uno de los anilogos obtenidos, en la micropropagacion de una variedad de manzana:

J. A. Ramircz, E. Gros, L. Galagovsky
Effects on bioactivity due to C-5 heteroatom substituents on synthetic 28-homobrassinosteroid
analogs. Tetrabedron. 56/34, 6171 (2000).

L R. Galagovsky, E. G. Gros, J. A. Ramirez.

Synthesis and bioactivity of natural and C-3 fluorinated biosynthetic precursors of 28-
homobrassinolide. Phyfochemistry. 58, 973 (2001)

S. Schaefer, S.A. Medeiro, J.A. Ramirez, L.R. Galagovsky, A.B. Pereira-Netto
Brassinosteroid-driven enhancement of #» ##tro multiplication rate for the marubakaido apple rootsock
(Malus prunifolia (Willd.) Borkh). Plant Cell Reports. 20(11):1093-1097 (2002).

En estos momentos se encuentran en etapa de redaccidn tres trabajos adicionales.

Las estructuras de los BRs sintetizados se resumen en la Figura adjunta:

Ry R. Rs

oOH oOH H HCS
H oOH H HTY
H BOH H HTE
H oF H 23
H BF H 28
H BOH OH 45
H aOH OH 46
H BOH F 47
H aOH F 48

aOH aOH F 49

HO.,,

HO""

R4
oOH 37
BOH 38
oF 39
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