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Resumen

RESUMEN

Este trabajo de tesis se enfocd en la sintesis de estructuras 22-oxocolestanicas. En el
primer capitulo se aborda la sintesis de promotores de crecimiento vegetal a partir de la
sapogenina diosgenina (2) y en el segundo la preparacién de lactonas bisnorcolanicas.

Con respecto a la primera parte, los promotores de crecimiento vegetal obtenidos
contienen estructuras fluorescentes: grupo benzoilo (Bz), p-naftoxiacetilo (NA) o 3-
indolacetilo (I1A), sobre la posicion C-26 de la cadena lateral esteroidal. Las reacciones de

esterificacion son resumidas a continuacién:

P
Z

2

2

o

HO

Esterificacion

3R, = Ac, Ry = 1A

4R1 R2:|A

5R,=OH, Ry=IA
6R1=AC, R2=BZ
7R1=AC, R2=NA

Como resultado de este trabajo se sintetizaron los compuestos 3-7 y su actividad
como promotores de crecimiento vegetal se evalué en plantas de cebolla. Para evaluar la
actividad fluorescente de los grupos Bz, 1A y NA se emplearon tejidos carentes de clorofila,
para determinar cual de los grupos anteriores facilitan un analisis en la ubicacion de los
promotores de crecimiento. Es importante hacer énfasis en que las plantas que fueron
tratadas con los compuestos 3-7, mostraron una mayor proliferacién de raices y tallo en

comparacion con las plantas no tratadas.



Resumen

Por otra parte, en el capitulo Il se describe el uso de las estructuras 22-
oxocolestanicas como materia prima en la formacion de LBCs, a traveés de una nueva
metodologia en medio bésico, a alta temperatura. Estas condiciones de reaccion condujeron
a la fisién inusual del enlace entre C-22/C-23 para obtener el compuesto 11. El esquema de

sintesis se presenta a continuacion:

III/I,

OAc

AcO
10

o

2,8,9610 —— >

AcO
1

Palabras clave: Compuestos 22-oxocolestanicos. Promotor de crecimiento vegetal.
Fluorescencia. Lactona bisnorcolanica. Ruptura inusual del enlace C-22/C-23 colestanico.



Abstract

ABSTRACT

This thesis work focused on the synthesis of 22-oxocolestanic structures. The first
chapter deals with the synthesis of plant growth promoters from the sapogenin diosgenin
(2) and in the second the preparation of bisnorcholanic lactones.

With respect to the first part, the plant growth promoters obtained contain fluorescent
structures: benzoyl group (Bz), B-naphthoxyacetyl (NA) or 3-indoleacetyl (1A), on the C-26
position of the steroidal side chain. The esterification reactions are summarized below:

Esterificacion

3R;= Ac, R, =1A
4R, = R,=1A

S5R;=0H, R, =1A
6 R;=Ac, R,=Bz
7R;=Ac, R,=NA

As a result of this work, compounds 3-7 were synthesized in good yield. All new
22-oxocholestanic derivatives were applied to onion plants to evaluate their effect as plant
growth promoters. It is important to emphasize that a considerable proliferation of roots and
stem (compared to untreated plants) was observed in all cases. Fluorescence analysis
techniques were applied in tissues lacking Chlorophyll as well, in order to investigate the

viability of the fluorophore as fluorescence marker.



Abstract

On the other hand, Chapter Il describes the transformation of 22-oxocolestanic
compounds into LBCs by the action of Cs2CO3 at high temperature. This novel
methodology involves the unusual fission of the bond between C-22/C-23 to obtain

compound 11 as described below:

10

Pe)
2,8,9610 — > /d;Sj:;g
AcO
11

Key words: 22-oxocolestanic compounds. Plant growth promoter. Fluorescence.
Bisnorcolanic lactone. Unusual rupture of the C-22/C-23 bond.



Introduccion

INTRODUCCION

Los productos naturales han sido estudiados desde la antigliedad debido a que
presentan una diversidad de metabolitos secundarios de gran importancia. Por ello,

importantes lineas de investigacién han sido enfocadas sobre estructuras esteroidales.*

Los esteroides son una familia de compuestos de diversa accion bioldgica, presentes
en la naturaleza y forman parte esencial no solo en mamiferos sino también en plantas,
hongos, levaduras, insectos y organismos marinos. Esta familia esti caracterizada por
poseer un nucleo derivado del ciclopenta[a]fenantreno (12), el cual esta constituido por 3
anillos de 6 miembros y un anillo de cinco miembros, denominados A, B, C, D. Este nucleo
se puede encontrar sustituido en las posiciones C-10 y C-13 por grupos metilo; en C-17 es
frecuente encontrar una cadena lateral hidrocarbonada sustituida. La determinacion de esta
estructura se debe fundamentalmente al trabajo realizado por Windaus y Diels (Figura 1).2
La numeracion de 12 estd dada por las reglas de la IUPAC (Union Internacional de

Quimica Pura y Aplicada).?

Figura 1. Esqueleto del ciclopenta[a]fenantreno en el cual se observa la distribucién
de los anillos A, B, C y D que lo conforman.

Numerosas sustancias han sido aisladas en la naturaleza que presentan el esqueleto
del ciclopenta[a]fenantreno, ejemplos de estas sustancias son: esteroles, saponinas, acidos
biliares, corticosteroides, hormonas sexuales, brasinoesteroides, entre otros, los cuales
poseen actividad tan diversa y especifica (ver figura 2).* Dentro de estos compuestos cabe

destacar la importancia de las saponinas, las cuales se encuentran en un gran numero de
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plantas y estan localizadas en diferentes partes como la raiz, tubérculos, corteza, semillas y
frutos.> Las saponinas estan caracterizadas por presentar una estructura compleja anfifilica,
la cual consiste en una parte hidrofobica constituida por una aglicona esteroidal y una parte
hidrofilica constituida por unidades de monosacaridos. Estas saponinas al ser degradadas

forman otros compuestos que son denominados sapogeninas esteroidales.

Yy, o HIIII" C 02 H
wOH
HO™

Esterol: colesterol (13) Corticosteroides: cortisona (14) Acido biliar: &cido desoxicélico (15)
. OH
o =Z_ 0O O
OH
HO/,
HO' S WA
H HO" ™7

Sapogeninas: hecogenina (16) Hormona sexual: progesterona (17) Brasinoesteroide: brasinélida(18)

Figura 2.Ejemplos de compuestos que contienen en su estructura el esqueleto del

ciclopenta[a]fenantreno.

Algunas especies de plantas, hongos y algunos animales® producen cantidades
apreciables de saponinas (en algunos casos se ha llegado a obtener hasta en un 10%, con
respecto al peso seco del material), permitiendo realizar la preparacion a gran escala de
compuestos esteroidales con gran importancia bioldgica ampliando las perspectivas de su

aplicacion.’

En la actualidad se siguen realizando investigaciones sobre la trasformacion de
sapogeninas para generar nuevas estructuras o nuevas vias de acceso a compuestos de
interés quimico/farmacologico, o para mejorar rendimientos de procesos ya conocidos.
Entre los grupos de investigacion que realizan transformaciones sobre la cadena lateral
espirostanica destaca nuestro grupo. Una de estas transformaciones esta relacionada con la
modificacién del sistema espirocetalico®*®'! de su cadena lateral; se han encontrado

numerosas aplicaciones de estas trasformaciones; sintetizando compuestos con un alto nivel
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de accion biolégica como promotores de crecimiento vegetal.*? Por lo cual en el presente
trabajo de tesis se retoma la transformacion de los anillos E y F de la diosgenina con el
objetivo de generar compuestos de interés quimico y bioldgico.

10
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Obtencidén de nuevas fitohormonas colestanicas



CAPITULO | Antecedentes

ANTECEDENTES

Las plantas poseen la habilidad de sintetizar una gran variedad de compuestos, los
cuales regulan el desarrollo vegetal mediante diversos procesos fisiolégicos,*® estas

sustancias son denominadas fitohormonas u hormonas vegetales.

Las fitohormonas son producidas en practicamente toda la planta interviniendo y
regulando un gran nimero de procesos como la germinacion, crecimiento celular, la
produccién de raices secundarias, la floracion, la formacién del fruto, resistencia al estrés
bidtico y abiotico entre otras. Se conocen cinco tipos de familias de fitohormonas que se
encuentran en la naturaleza las cuales son las auxinas (19), giberelinas (20), citoquininas
(21), el &cido abscisico (22, ver figura 3) y otros compuestos, como el etileno, el acido

jasmonico (23).

Cada uno de estos compuestos producen diferentes efectos en la planta.** Por
mencionar algunos ejemplos: las auxinas se encuentran involucradas en el alargamiento
celular, las citoquininas inducen la division celular y retardan el envejecimiento de las
hojas, las giberelinas inducen la germinacion de las semillas y la floracion, el &cido
abscisico induce la latencia de las semillas y el cierre de las estomas, el etileno es capaz de

inducir la maduracion de ciertos frutos.*®

10
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o
g\)\/o"'
H N
N\ )INH
N
H | /
LA
19 20 21
Auxina Giberelina Citoquinina
(o] /4\/
Orr \ N\ ww
OH 00H o}
o
H
22 23
Acido abscisico Acido jasmonico

Figura 3. Estructuras bésicas de diferentes fitohormonas y compuestos involucrados

en el desarrollo de plantas.

En 1970 Mitchell y colaboradores aislaron un compuesto a partir del polen de
Brassica napus L. observaron gue favorecia la elongacion en el tallo de frijol; sin embargo,
su actividad era diferente a la de las giberelinas.'® Esta nueva sustancia que promovia el
crecimiento se nombro brasinoesteroide y es catalogado como la sexta familia de hormonas
vegetales; debido a que es un compuesto organico especifico aislado de plantas y que

induce el crecimiento vegetal aplicandolo en pequefias cantidades sobre otras plantas.*’

Brasinoesteroides

Los BRs se encuentran constituidos por una estructura quimica de tipo esteroidal
constituida por 27, 28 o 29 atomos de carbono formando anillos (A, B, C y D) y una cadena
lateral con diferentes sustituyentes. El anillo A, contiene generalmente en su estructura
grupos hidroxilo en la posicion C-2a y C-3a; el anillo B puede ser un anillo de 7 miembros
tipo 7-oxalactona como se muestra en la figura 4 o un anillo de 6 miembros con un grupo

ceténico en la posicién 6. '8

11
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OH

LT

HO,,

Ho"

52

25

Figura 4. Estructura de la brasindlida y castasterona, fitohormonas de crecimiento.

Entre los principales brasinoesteroides con mayor actividad bioldgica que se han
aislado, se encuentra la brasinélida® (Figura 4, 18) la cual tiene una participacion elemental
en los procesos de crecimiento, desarrollo y adaptacién de las plantas en el medio
ambiente.™

Posterior al descubrimiento de la brasinolida se han aislado aproximadamente 70 BRs
de diferentes plantas,?® los cuales presentan pequefias variaciones tanto en el esqueleto
como en la cadena lateral.”* Entre los compuestos frecuentemente encontrados esta la
castasterona, la 28-homobrasinolida, la 28-homocastasterona y 24-epibrasinélida (Figura
5)_22

12
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OH
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Figura 5. Ejemplos de algunos brasinoesteroides aislados de fuentes naturales
castasterona (25), 28-homobrasindlida (26), 28-homocastasterona (27) y 24-

epibrasindlida (28).

Cabe destacar que entre las propiedades de los BRs esta ayudar a la planta a
incrementar su resistencia a factores desfavorables del ambiente como temperaturas
extremas, salinidad, sequia y pesticidas entre otros. Sin embargo, la concentracion de estos
compuestos en los organismos vegetales es muy baja, llegando a ser en muchos casos del
orden de nanogramos por planta,® lo que dificulta su obtencién a partir de fuentes
naturales. La sintesis quimica es una alternativa para la obtencion de estos compuestos y
sus analogos con la finalidad de realizar diversos estudios biolégicos.”* En campos como la

fitoquimica, fisiologia vegetal, biologia molecular, agricultura, entre otras.

En los ultimos afios se ha generado bastante informacion sobre la ruta de biosintesis

de los BRs?® y sobre su modo de percepcion;? sin embargo, adn falta mucho por estudiar.

Una técnica que permite observar el seguimiento de absorcién de las fitohormonas
es el uso de marcadores.?’ La presencia de marcadores de fluorescencia en el compuesto
que se desea estudiar da una aproximacion de su acumulacion espaciotemporal, mediante

su deteccion a través de microscopia.

13
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Marcadores de fluorescencia

En la literatura se ha descrito el empleo de diferentes marcadores de fluorescencia
como es el caso del conjugado 30 de la 24-epicastasterona (29) que ha sido acoplado con la
dansilhidrazina como se muestra en el esquema 1, mostrando la capacidad para ser

detectado mediante técnicas de analisis de fluorescencia en cultivos de plantas.?

OH l OH l
"ty
OH
Ho"'v HzN.Nos'N/ Ho”‘lv
H \
o —_— O
HO DMF-AcOH HO |!||J 0.0
% N
|

29 30

Esquema 1. Sintesis del conjugado 30 de 24-epicastasterona con dansilhidrazina.
Otros conjugados de los BRs con diversos tipos de marcadores de fluorescencia han

sido reportados por Raichenok y colaboradores® quienes lograron la sintesis del conjugado

34 de la 24-epicastasterona con nitrobenzofurazano, como se muestra en el esquema 2.

14
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H 0/, "
HO,, b
— H o\“

HoO"

29 31 32

N
"Lo/;x NON
34 V\HWONOZ

a) NH,OCH,COOH; b) NOS/DCC; ¢) NH,CH,CH,NH,; d) NBD-CI/ NaHCO,
Esquema 2. Sintesis del conjugado 34 de la 24-epicastasterona con nitrobenzofurazano.

El conjugado 35 de la 24-epibrasindlida con acido 3-indolacético como marcador de
fluorescencia también fue sintetizado por Raichenok y colaboradores, como se muestra en

el esquema 3.

Esquema 3. Sintesis del conjugado 35 de 24-epibrasinolida.

Debido a las propiedades que presentan los compuestos 29, 34 y 35, permiten que
sean altamente sensibles para el estudio de su distribucion espaciotemporal a nivel celular y

tejido e incluso de las interacciones con componentes celulares; mediante ensayos de

15
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fluorescencia. En este trabajo se ha planteado generar compuestos promotores de

crecimiento vegetal con estas caracteristicas.

16
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OBJETIVOS

Objetivo General:

* Sintetizar compuestos 22-oxocolestanicos que contengan un indicador de
fluorescencia en su estructura y desarrollen actividad promotora de crecimiento

vegetal, a partir de la sapogenina diosgenina.
Objetivos particulares:
* Optimizar las condiciones de reaccién para la sintesis de estos compuestos.
» Caracterizar los compuestos obtenidos mediante técnicas fisicas y espectroscopicas.

» Evaluar el efecto como promotor de crecimiento y acumulacion espacio temporal de

los compuestos sintetizados sobre plantas de cebolla.

17
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MATERIALES Y METODOS.

Equipos y técnicas utilizadas.
Los puntos de fusion son determinados por la técnica de capilar abierto en un
equipo Melt-temp, utilizando la escala de grados centigrados.

Los espectros infrarrojos se registron en un espectrofotémetro Agilent Cary 630

FTIR, los datos se expresan en niimeros de onda v (cm™).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se obtuvieron en un espectrometro
Bruker multinuclear de 500 MHz para *H y de 125 MHz para *C. Se utilizé cloroformo
deuterado (CDCI3) como disolvente y TMS como referencia interna. Los desplazamientos
quimicos se expresan en ppm (3), las constantes de acoplamiento (J) Se expresan en
Hertzios (Hz). La multiplicidad de las sefiales de los espectros de 'H esta referida como: s
para una sefial simple, d para una sefial doble, dd para una sefial doble de dobles, ddd para
una sefial doble de doble de dobles, dc para una sefial doble de cuartetos y m para una sefial

maltiple.

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 241 empleando
soluciones de cloroformo, en celdas de 10 cm de longitud y utilizando la linea D del sodio

(589.3 nm), a temperatura ambiente.

Cada reaccion que se realizd; se monitoreo mediante cromatografia en capa fina
(CCF) en este caso se utilizan placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de
espesor que contienen indicador de fluorescencia (Fzs4). La deteccidn de los compuestos en
las placas se ha realizado por exposicion de éstas a luz UV (A = 254 nm, ldmpara de UV-G-
54) y mediante revelado por inmersién y por calcinacién en disoluciones de acido sulfurico
al 50% vy una disolucién reveladora de molibdato. Para la cromatografia en columna se
utilizaron columnas de vidrio las cuales fueron empacadas con gel de silice grado 60 (230-
400 mallas) de acuerdo a la técnica de cromatografia tipo flash,* utilizando un sistema de
elucion de acetato de etilo-hexano.

18
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Para determinar la acumulacién del compuesto in vivo, se realizaron cortes
histolégicos utilizando un micrétomo de rotacion universal marca Leica RM2235. Las
imagenes de microscopia fueron tomadas con un microscopio confocal marca Olympus en

diferentes longitudes de onda desde 460 a 650 nm.

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico y se utilizaron directamente sin
purificar, todos los disolventes se purificaron y secaron de acuerdo con las técnicas
publicadas en la literatura.®*

Formacion del 3,16-diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-
3p,164-diilo (2).

Ac,0/ Et,0BF,

-3°C
1 AcO

HO

2

Se disolvieron 5 g (12 mmol) de diosgenina en 35 mL de CH,Cl,, se agregaron
lentamente 12.5 mL (130 mmol) de anhidrido acético. La mezcla se enfrié a -3 °C y se
agregaron gota a gota 10 mL (80 mmol) de Et,O-BF;. La mezcla de reaccion se mantuvo en
agitacion durante 30 minutos, transcurrido este tiempo se vertié sobre un bafio de hielo. La
fase organica se extrajo con CH,Cl,, se lavo con salmuera (2 x 100 mL), solucién saturada
de NaHCO;3; (4 x 100 mL) y finalmente con agua destilada (2 x 100 mL) se sec6 sobre
Na,SO, anhidro, se filtrd, se evapord a presion reducida y se purificé por cromatografia en
columna utilizando un sistema hexano/AcOEt 7:3. Se obtuvo un polvo color blanco con un
rendimiento de 56%. P.f.: 152-154°C, [a]p: -0.3(c 1.0, CHCly).

RMN 'H (500 MHz, CDCly) &: 5.4 (1H, d, J¢.7 =5.2 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.6 (1H,
m, H-3), 3.4 (2H, d, Jas.25 =6.2 Hz, CH»-26), 2.9 (1H, dc, Ja0.1 =6.8 Hz H-20), 2.6 (1H, m,
H-23a), 2.4 (1H, m, H-23b), 2.4 (1H, m, H-15a), 2.0 (3H, s, CHsCO0-16), 1.9 (3H, S,
CH3CO0-3), 0.9 (3H, d, J»7.5=6.8 Hz, CH3-27), 1.14 (3H, d, J»120=7.2 Hz, CH3-21), 1.0
(3H, S, CHs-19), 0.86 (3H, S, CHs-18).
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RMN C (125 MHz, CDCls) &: 36.6 (C-1), 27.9 (C-2), 74.03 (C-3), 38.2 (C-4), 139.8(C-
5), 122.5 (C-6), 31.8 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.9 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12),
42.0 (C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.45 (C-18), 19.5 (C-19),
43.7 (C-20), 16.7 (C-21), 213.9 (C-22), 38.7 (C-23), 26.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.8(C-26),
16.9 (C-27), 170.2 (CHs;COO-16), 169.9 (CHs;COO-3), 21.5 (CH;COO-16), 21.3
(CH3COO0-3).

IR (cm™): 3497 (OH), 2936 (CH, alifatico), 1728 (C=0, cetona), 1708 (C=0O, acetato),
1596 (C=C).

EMAR (m/z): [M+H]"calculado para C3;H490; 517.3529, observado 517.3521.

Formacion del 3,16-diacetato 26-indolacetato de (25R)-22-oxocolest-5-
eno-34,164,26-triilo (3).

o (o] (o]
H
AIA, DCC A\
Dioxano, DMAP H

AcO AcO

Se disolvieron 100 mg (0.20 mmol) del compuesto 2 en 4 mL de dioxano,
posteriormente se agregaron 114 mg (0.55 mmol) de DCC, 104 mg (0.60 mmol) de AIA y
DMAP como catalizador. La mezcla de reaccion se colocé en agitacion durante 1 hora. Se
filtré la diciclohexilurea formada y se evapord el dioxano a presion reducida. La fase
organica se extrajo con AcOEt y se realizaron lavados con agua destilada (2x50 mL) y
salmuera (2x50 mL). Se seco sobre Na,SO, anhidro, se filtro, se evaporo a presion reducida
y se purific6 por cromatografia en columna utilizando un sistema 9:1 hexano/AcOEt. Se
obtuvo un polvo color blanco con un rendimiento del 85%. p.f.: 162-165 °C, [a]p: +0.6 (C
1.0, CHCI,).

RMN H (500 MHz, CDCls) &: 8.38 (1H, br s, N-H), 7.6 (1H, d, J=8 Hz H-1"), 7.35 (1H,
d, H-9) 7.19-7.12 (2H, m, aromaticos) 7.16 (1H, d, J +.» = 2 Hz, H-4") 5.4 (1H, d, J ¢
=5.2 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.6 (1H, m, H-3), 3.7 (2H, s, CH,-a), 3.4 (2H, d, J 26.25
=6.2 Hz, CH,-26), 2.9 (1H, dc, J 2021 =6.8 Hz H-20), 2.6 (1H, m, H-23),2.4 (1H, m, H-
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23b), 2.4 (1H, m, H-15a), 2.0 (3H, s, CH3COO0-16), 1.9 (3H, s, CH3CO0-3), 0.9 (3H, d, J
27-25 =6.8 Hz, CH3-27), 1.14 (3H, d, J 21.20=7.2 Hz, CH3-21), 1.0 (3H, s, CH3-19), 0.86 (3H,
s, CHs-18).

RMN C (125 MHz, CDCls) é: 36.6 (C-1), 27.71 (C-2), 74.0 (C-3), 38.2 (C-4), 139.8 (C-
5), 122.2 (C-6), 31.6 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.9 (C-10), 20.7 (C-11), 39.8 (C-12),
42.0 (C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19),
43.7 (C-20), 16.7 (C-21), 213.9 (C-22), 38.7 (C-23), 26.7 (C-24), 35.6 (C-25), 69.2 (C-26),
16.8 (C-27), 170.2 (CH3COO-16), 169.9 (CH3COO-3), 21.5 (CH;COO-16), 21.1
(CH3CO0-3), 172.2 (C-17), 31.2 (C-27), 108.07 (C-3"), 123.1 (C-4"), 136.0 (C-6"), 119.54
(C-77), 122.15 (C-8°), 111.2 (C-9"), 118.7 (C-10"), 127.4 (C-11").

IR (cm™): 3384 (NH), 2935 (CH, alifatico), 1726 (C=0, cetona), 1715 (C=0, éster), 1596
(C=C).

EMAR (m/z): [M+H]" calculado para C4;HssNO7 674.3772, observado 674.3769.

Formacion del 16-acetato de (25R)-3f,26-dihidroxi-22-oxocolest-5-eno-
16p-ilo (36).

H
KOH/MeOH

AcO
2 36

Se disolvieron 100 mg (0.20 mmol) del compuesto 2 en 5 ml de MeOH, se agregaron 5 mL
de una solucion de KOH /MeOH al 5%; la mezcla de reaccion se colocd en agitacion
durante 4 horas. Se evapor6 el MeOH a presion reducida. La fase organica se extrajo con
CH,Cl,, se realizaron lavados con agua destilada (2x50 mL) y salmuera (2x50 mL). Se seco
sobre Na,SO, anhidro, se filtrd, se evapord a presion reducida. Se obtuvo un polvo color
blanco con un rendimiento del 97%. p.f.: 142-144°C, [o]p:-0.4 (c 1.0, CHCly)

RMN *H (500 MHz, CDCls) &: 5.4 (1H, d, J¢.7 =5.2 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 3.5 (1H,
m, H-3), 3.4 (2H, d, J 2605 =6.2 Hz, CH»-26), 2.9 (1H, dc, J 20.01 =6.8 Hz H-20), 2.6 (1H, m,
H-23),2.4 (1H, m, H-23b), 2.4 (1H, m, H-15a), 2.0 (3H, s, CHsCOO0-16), 1.9 (3H, S,
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CH3COO0-3), 0.9 (3H, d, J 27.25 =6.8 Hz, CH3-27), 1.14 (3H, d, J 2120 =7.2 Hz, CH3-21), 1.0
(3H, S, CHs-19), 0.86 (3H, S, CH5-18).

RMN *3C (125 MHz, CDCls) 8: 36.6 (C-1), 31.3 (C-2), 71.5 (C-3), 42.1 (C-4), 139.8(C-5),
122.5 (C-6), 31.8 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.9 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12), 42.0
(C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.45 (C-18), 19.5 (C-19), 43.7
(C-20), 16.7 (C-21), 213.9 (C-22), 38.7 (C-23), 26.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.8(C-26), 16.9
(C-27), 170.2 (CH3C0O0-16), 21.5 (CH3COO0-16).

IR (cm™): 3418 (OH), 2931 (CH, alifatico), 1721 (C=0, cetona), 1711 (C=0, acetato),
1596 (C=C).

Formacion del 16-acetato 3,26-diindolacetato de (25R)-22-oxocolest-5-
eno-34,164,26-triilo (4) y del 16-acetato 26-indolacetato de (25R)-3p-
hidroxi-22-oxocolest-5-eno-164,26-diilo (5).

o 0o 0o
H

AIA, DCC
Dioxano, DMAP

RO
36 4R =Ac
S5R=1IA

HO

Se disolvieron 100 mg (0.21 mmol) del compuesto 36 en 4 mL de dioxano, se
agregaron 114 mg (0.55 mmol) de DCC, 104 mg (0.60 mmol) de AIA y DMAP como
catalizador; la mezcla de reaccién se colocod en agitacion durante 1 hora. Se filtro la
diciclohexilurea formada y se evaporé el dioxano a presién reducida. La fase organica se
extrajo con AcOEt y se realizaron lavados con agua destilada (2x50 mL) y salmuera (2x50
mL) se seco sobre Na,SO,4 anhidro, se filtrd, se evaporo a presion reducida y se purificd por
cromatografia en columna utilizando un sistema 9:1 hexano/AcOEt.

16-Acetato-3,26-diindolacetato de (25R)-22-oxocolest-5-eno-38,164,26-triilo (4)
p.f.: 167-172°C, [a]p -0.31 (c 1.0, CHCI5)

RMN H (500 MHz, CDCl3) 8: 8.2 (2H, br s, N-H), 7.6 (2H, d, J=8 Hz H-1"), 7.3 (2H, d,
H-9°) 7.19-7.12 (4H, m, aromaticos) 7.16 (2H, d, J ».» = 2 Hz, H-4") 5.4 (1H, d, J 6.7 =5.2
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Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.6 (1H, m, H-3), 3.7 (4H, s, CH.-a), 3.4 (2H, d, J 26.05 =6.2
Hz, CH,-26), 3.7 (1H, s, H-b) 2.9 (1H, dc, J 2.1 =6.8 Hz H-20), 2.6 (1H, m, H-23),2.4 (1H,
m, H-23b), 2.4 (1H, m, H-15a), 2.0 (3H, s, CH3COO0-16), 1.9 (3H, s, CH3;COO-3), 0.9 (3H,
d, J 2725 =6.8 Hz, CH3-27), 1.14 (3H, d, J 210 =7.2 Hz, CH3-21), 1.0 (3H, s, CHs-19), 0.86
(3H, s, CH3-18).

RMN C (125 MHz, CDCls) &: 36.6 (C-1), 27.71 (C-2), 74.2 (C-3), 38.1 (C-4), 139.8(C-
5), 122.2 (C-6), 31.6 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.9 (C-10), 20.7 (C-11), 39.8 (C-12),
42.0 (C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19),
43.7 (C-20), 16.7 (C-21), 213.9 (C-22), 38.7 (C-23), 26.7 (C-24), 35.6 (C-25), 69.2 (C-26),
16.8 (C-27), 170.2 (CH3C0O0-16), 21.5 (CH3COO0-16), 172.2 (C-1"), 31.2 (C-27), 108.07
(C-3), 123.1 (C-4"), 136.0 (C-67), 119.54 (C-7"), 122.15 (C-8"), 111.2 (C-9"), 118.7 (C-
107), 127.4 (C-11").

IR (cm™): 3407 (NH), 2945 (CH, alifatico), 1727 (C=0, cetona), 1704 (C=0 éster) 1596
(C=C)

EMAR (m/z):[M+H]"calculado para C49HgoN,O7 788.4401, observado 788.4407.

16-Acetato 26-indolacetato de (25R)-3f-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-164,26-diilo (5).
p.f.: 155-158°C, [a]p +0.26 (¢ 1.0, CHCI5)

RMN *H (500 MHz, CDCls) &: 8.38 (1H, br s, N-H), 7.6 (1H, d, J=8 Hz H-1"), 7.3 (1H, d,
H-97) 7.19-7.12 (2H, m, aromaticos) 7.16 (1H, d, J 4> = 2 Hz, H-4") 5.4 (1H, d, J 6.7 =5.2
Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 3.7 (2H, s, CH,-a), 3.5 (1H, m, H-3), 3.4 (2H, d, J 26.25 =6.2
Hz, CH,-26), 2.9 (1H, dc, J 20,1 =6.8 Hz H-20), 2.6 (1H, m, H-23), 2.4 (1H, m, H-23b), 2.4
(1H, m, H-15a), 2.0 (3H, s, CH3CO0-16), 1.9 (3H, s, CHsCOO-3), 0.9 (3H, d, J »7.25 =6.8
Hz, CHs-27), 1.14 (3H, d, J 100 =7.2 Hz, CH3-21), 1.0 (3H, s, CH3-19), 0.86 (3H, s, CHs-
18).

RMN *3C (125 MHz, CDCls) é: 36.6 (C-1), 27.71 (C-2), 71.5 (C-3), 38.2 (C-4), 139.8(C-
5), 122.2 (C-6), 31.6 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.9 (C-10), 20.7 (C-11), 39.8 (C-12),
42.0 (C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19),
43.7 (C-20), 16.7 (C-21), 213.9 (C-22), 38.7 (C-23), 26.7 (C-24), 35.6 (C-25), 69.2 (C-26),
16.8 (C-27), 170.2 (CHsCOO-16), 169.9 (CHs;COO-3), 215 (CH;COO-16), 21.1
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(CH;CO00-3), 172.2 (C-1), 31.2 (C-27), 108.07 (C-3"), 123.1 (C-4"), 136.0 (C-6"), 119.54
(C-7"), 122.15 (C-8"), 111.2 (C-9°), 118.7 (C-10"), 127.4 (C-11").

IR (cm™): 3407 (OH), 3365 (NH), 2932 (CH, alifético), 1735 (C=0, cetona), 1720 (C=0,
acetato), 1596 (C=C).

EMAR (m/z): [M+H]"calculado para C3gHs3NOg 631.3873, observado 631.3851.

Formacion del 3,16-diacetato 26-benzoato de (25R)-22-oxocolest-5-eno-
3,168,26-triilo (6).

o*©

Cloruro de Benzoilo
Py

AcO AcO

Se disolvieron 100 mg (0.20 mmol) de 3 en 3 mL de piridina. Se colocaron en
agitacion a temperatura ambiente, se agregé 1 mL (8.6 mmol) de cloruro de benzoilo,
posterior a la formacion de un precipitado blanco se agregaron unas gotas de NaOH al 10%.
La fase organica se extrajo con CH,Cl, y se lavé con solucion HCI al 5% (2x 50 mL),
salmuera (2 x 50 mL) y se secd sobre Na,SO, anhidro, se filtro, se evaporé a presion
reducida y se purificd por cromatografia en columna utilizando un sistema hexano/AcOEt
9:1. Se obtuvo un polvo color blanco con un rendimiento del 90%. P.f.: 152-156°C. [a]p: -
0.93 (c 1.0, CHCl,)

RMN *H (500 MHz, CDCl3) 6: 8.0 (2H, dd, H-orto), 7.5 (1H, m, H-para), 7.4 (2H, m, H-
meta), 5.3 (1H, d, J67 =5.2 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.6 (1H, m, H-3), 3.4 (2H, m, H-
26), 2.9 (1H, dc, J 221 =6.8 Hz H-20), 2.6 (1H, m, H-23),2.4 (1H, m, H-23b), 2.4 (1H, m,
H-15a), 2.0 (3H, s, CH3CO0-16), 1.9 (3H, S, CH3COO0-3), 0.9 (3H, d, J 27.25 =6.8 Hz, CH3-
27),1.14 (3H, d, J 210 =7.2 Hz, CH3-21), 1.0 (3H, S, CH3-19), 0.86 (3H, S, CH3-18).

RMN *C (125 MHz, CDCl3) 8: 36.6 (C-1), 27.9 (C-2), 74.03 (C-3), 38.2 (C-4), 139.8(C-
5), 122.5 (C-6), 31.8 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.9 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12),
42.0 (C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.45 (C-18), 19.5 (C-19),
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43.7 (C-20), 16.7 (C-21), 212.8 (C-22), 38.7 (C-23), 26.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.8(C-26),
16.9 (C-27), 170.4 (CH3COO-16), 169.9 (CH3COO-3), 21.5 (CH;COO-16), 21.3
(CH3CO0O0-3), 130.4 (C-ipso), 129.7 (C-orto), 128.3 (C-meta), 132.9 (C-para).

IR (cm™): 2937 (CH, alifatico), 1729 (C=0, cetona), 1716 (C=0, éster), 1450 (C=C), 1236
(C-0), 1450, 712 (B2).

EMAR (m/z): [M+H]"calculado para C3gHs,0; 620.3713, observado 620.3851.

Formacion del &cido #-naftoxiacético (38).

(o}
OH fo)
Ac. Bromoacético Oe \)LOH
é
37 Py

38

Se disolvieron 100 mg de p-naftol en NaOH al 30% se colocaron en agitacion
constante, se agregaron 300 mg de acido bromoacético; la mezcla de reaccion se calento
durante 10 min. Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla se enfrié a temperatura
ambiente con agitacion constante. La fase organica se lavo con salmuera (2 x 100 mL) y
agua destilada (2 x 100 mL) se sec6 sobre Na,SO, anhidro, se filtrg, se evaporo a presion
reducida, se purificé por cromatografia en columna utilizando un sistema hexano/AcOEt

9:1. Se obtuvo un polvo color blanco con un rendimiento del 80%. p.f.: 155-158°C.

RMN *H (500 MHz, CDCls) &: 7.8 (1H, m, H-12), 7.72 (1H, m, H-10), 7.76 (1H, m, H-9),
7.4 (1H, H-7), 7.3 (1H, H-8), 7.2 (LH, H-5), 7.09 (1H, H-4), 4.7 (2H, s, CH»-2).

RMN 3C (125 MHz, CDCls) §: 65.4 (C-3), 155.7 (C-4), 107.1(C-5), 118.5 (C-6), 129.5
(C-7), 126.6 (C-8), 124.1 (C-9), 127.6 (C-10), 126.9(C-11), 134.3(C-12), 127.8 (C-13),
168.8 (CH,COOH-1).

IR (cm™): 2917 (CH alifatico), 2777 (OH), 1732 (C=0), 1599 (C=C).
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Formacion del 3,16-diacetato 26-naftoxiacetato de (25R)-22-oxocolest-5-
eno-34,164,26-triilo (9).

H

NOA, DCC

Dioxano, DMAP'
AcO

2 7

AcO

Se disolvieron 100 mg (0.20 mmol) de 2 en 5 mL de dioxano, se agregaron 160 mg
(0.78 mmol) de DCC y 140 mg (0.72 mmol) de acido p-naftoxiacético. La mezcla de
reaccion se colocé en agitacion a temperatura ambiente, se agregé una cantidad catalitica de
DMAP, durante 2 horas. Posteriormente se filtrd la diciclohexilurea y se evaporo el
dioxano a presion reducida. La fase organica se extrajo con AcOEt. Se lavo con salmuera (2
x 100 mL) y agua destilada (2 x 100 mL) se seco sobre Na,SO, anhidro, se filtrg, se
evapord a presion reducida y se purificd por cromatografia en columna utilizado con un
sistema hexano/AcOEt 8:2. Se obtuvo un polvo color blanco con un rendimiento del 85%.
p.f.: 185-189°C, [a]p: +0.9 (¢ 1.0, CHCI3)

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 8: 7.8 (1H, m, H-127), 7.72 (1H, m, H-10"), 7.76 (1H, m, H-
9%, 7.4 (1H, H-7"), 7.3 (1H, H-8"), 7.2 (1H, H-5"), 7.09 (1H, H-4"), 4.7 (2H, s, CH»-2), 5.4
(1H, d, J 6.7 =5.2 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.6 (1H, m, H-3), 3.4 (2H, d, J2.25=6.2 Hz,
CH,-26), 2.9 (1H, dc, J 20.1 =6.8 Hz H-20), 2.6 (1H, m, H-23),2.4 (1H, m, H-23b), 2.4 (1H,
m, H-15a), 2.0 (3H, s, CH3COO0-16), 1.9 (3H, S, CH3CO0-3), 0.9 (3H, d, J 27.55 =6.8 Hz,
CH3-27), 1.14 (3H, d, J 21.00=7.2 Hz, CH5-21), 1.0 (3H, S, CH3-19), 0.86 (3H, S, CH3-18).

RMN *3C (125 MHz, CDCls) 8: 36.6 (C-1), 27.9 (C-2), 74.03 (C-3), 38.2 (C-4), 139.8(C-
5), 122.5 (C-6), 31.8 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.9 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12),
42.0 (C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.45 (C-18), 19.5 (C-19),
43.7 (C-20), 16.7 (C-21), 213.9 (C-22), 38.7 (C-23), 26.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.8(C-26),
16.9 (C-27), 170.2 (CHsCOO-16), 169.9 (CHs;COO-3), 21.5 (CHsCOO-16), 21.3
(CH3CO0-3), 65.4 (C-3"), 155.7 (C-4"), 107.1(C-5"), 118.5 (C-6"), 129.5 (C-7"), 126.6 (C-
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8), 124.1 (C-97), 127.6 (C-107), 126.9 (C-117), 134.3(C-12), 127.8 (C-13"), 168.8
(CH,COOH-1").

IR (cm™): 2937 (CH, alifatico), 1727 (C=0, cetona), 1709 (C=0, éster), 1213 (C-O-C,
éter), 1509 (C=C).

EMAR (m/z): [M+H]"calculado para C43Hs¢0g 700.3955, observado 700.4064

Pruebas de actividad bioldgica de los compuestos.

Con la finalidad de analizar la asimilacion de los compuestos generados y su
acumulacion in vivo, se utilizaron plantas de cebolla, las cuales fueron tratadas de la
siguiente forma: se corto el exceso de hojas, tallo y raices de cada cebolla y se realizd un

lavado con agua destilada.

Se prepararon soluciones con los compuestos 3, 4 y 5, se utilizé una dilucion de 0.1
mg/L. Se colocaron las plantas de cebolla en las soluciones preparadas. La muestra control
se prepar6 solamente usando acetona y agua.

Las plantas se colocaron en una cdmara de crecimiento en la cual las condiciones de
temperatura fueron a 25 = 1 °C, con 12 horas-luz y 12 horas-oscuridad y una humedad
relativa de 50%-60% durante 4 dias.

Montaje Histoldgico

Para estudiar la estructura que constituyen a los organismos (células, tejidos y
organos) se requiere de diversos métodos y técnicas entre las mas destacadas es el uso de
microscopios los cuales permiten observar la morfologia y los diferentes niveles de
organizacion de la materia. Por medio de muestras que tengan un grosor de 5-8 micras
aproximadamente, por lo que la muestra que requiere ser estudiada necesita ser muy fina.
Para lograr cortes tan finos y con caracteristicas propias para ser observados se debe
realizar un tratamiento adecuado al tipo de muestra que se desea analizar, en ciertos

procesos se utilizan técnicas histoldgicas.
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Una técnica histologica es el conjunto de procedimientos aplicados a un material
bioldgico con la finalidad de prepararlo y conferirle las condiciones Optimas para poder
observar, examinar y analizar sus componentes morfo-anatdmicos a través de diferentes
microscopios. Este proceso incluye una serie de procesos comenzando desde la toma de
muestra de diferentes érganos que componen a la planta. Una vez obtenida la muestra a
analizar es fijada con soluciones que permiten mantener las estructuras celulares y
moleculares en su estructura inicial durante el tratamiento posterior. Sin embargo existen
ciertos inconvenientes con el uso de las soluciones fijadoras ya que algunas afectan en

ocasiones las caracteristicas tisulares que se desean observar.

Posterior a la fijacion se procede a incluir el tejido en parafina para obtener los
cortes, cabe mencionar que cuanto mas delgado se requiera el corte, la muestra debe
endurecerse mas. Una vez realizada la inclusién se llevan a cabo cortes por micrétomo lo
que permite obtener secciones del tejido finas (0.5 a 2 micras), semi-finas (3-10 micras) y
gruesas (>10 micras). Antes de poder observar los cortes las muestras deben ser procesadas,

es decir, se debe eliminar el medio de inclusién.
Fijacion del tejido vegetal

La fijacion se realiz6 a vacio con una solucién fijadora de paraformaldehido. La
cual fue preparada de la siguiente manera: se calentaron 60 mL de agua a 60° C con
agitacion constante, se afiadieron 4 g de paraformaldehido. Se agregaron algunas gotas de
hidroxido soédico 10 M. Una vez que la solucion se vuelve transparente se agregd 25 mL de
una solucién tampén fosfato 0.4 M pH 7.4, se afor6 al00 mL con agua destilada. La

solucion se enfrid a 4 antes de usarse.
Deshidratacion

La deshidratacion de las muestras se realizé utilizando concentraciones ascendentes
de etanol (60, 70, 80, 90, 95 y 100%) cada 30 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se realizd una infiltracion en xileno, las muestras se colocaron
dentro de viales y se sumergieron en una mezcla de etanol-xileno 3:1 durante media hora,

se realizaron dos cambios usando mezclas etanol-xileno 1:1 y etanol-xileno 1:3. Finalmente
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se realiz6 un cambio a xileno (2 veces), las muestras se dejaron en xileno durante toda una

noche.

Infiltracion en parafina

Las muestras son retiraron del xileno y se colocaron en viales con parafina
histolégica dentro de un horno a 56 °C, se agregd parafina cada hora con el fin de eliminar
el xileno, se realiza el cambio de parafina cada 2 horas (4 veces) para lograr una buena
infiltracion y de esta forma el tejido (raiz y bulbo) sea lo suficientemente firme para realizar
los cortes. Finalmente las muestras se colocan sobre moldes de inclusion dejando que la

parafina solidifique totalmente.
Cortes de muestras en microtomo

Los cortes se realizaron utilizando un micrétomo, cada corte se realizé con un
tamafio de 12 micras, posteriormente los cortes se colocaron sobre porta-objetos

previamente tratados con adhesivo Haupt para mantener firmes las muestras.
Desparafinacion y rehidratacion

Antes de observar las muestras al microscopio se realiza un tratamiento de
desparafinacion en xileno 100% durante 20 min. Las muestras se rehidrataron utilizando
concentraciones descendentes de etanol-NaCl 0.85% (100, 95, 85, 70, 50 y 30%) y se
colocaron en una solucion de NaCl al 0.85% a temperatura ambiente. Se realiz6 el montaje
de los porta-objetos con las muestras para ser observados mediante microscopia de

fluorescencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El acelerado crecimiento de la poblacion en el planeta ha causado una gran demanda
de alimentos en nuestro pais y el mundo. Por tanto, es de gran importancia aplicar nuevas
estrategias agricolas que permitan aumentar la productividad, la calidad y el valor
nutrimental de los productos. Un ejemplo es el del cultivo de maiz, el cual, es bésico y el
mas importante en la dieta del mexicano; sin embargo, su produccion anual a pesar de
haber aumentado Ultimamente, es insuficiente para satisfacer la demanda nacional. Una
opcion que se tiene para elevar la produccion agricola, y en particular del maiz, es la
aplicacion de fitohormonas de crecimiento, como los BRs.*® Desafortunadamente, los BRs
son de alto costo; por ejemplo, 1 mg de homobrasindlida (HB) tiene un costo en el mercado
de $5350.00.%

Por esta razon muchos grupos de investigacion se encuentran desarrollando nuevas
metodologias o modificando las ya conocidas para obtener compuestos que permitan
mejorar la produccion agricola.

En nuestro grupo de investigacion se ha llevado cabo la sintesis y evaluacién
bioldgica de derivados esteroidales 22-oxocolestanicos como se muestra en la figura 7.
Estos derivados han sido evaluados biolégicamente y han presentado actividad como
promotores de crecimiento vegetal en cultivos de variedades nativas de maiz (CPue-636
Ixtap-2012) e hibrido (CPue-631 Tlachi-2012), arroz (Morelos A-06) ** y en jitomate

hibrido (SUN 7705) en condiciones de invernadero.

Figura 7. Derivados esteroidales con actividad promotora de crecimiento vegetal.
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En particular, el compuesto 2 (Figura 7) se ha evaluado sobre semillas de variedades
nativas de maiz (CPue-636 Ixtap-2012) y se demostrd que tiene actividad como promotor
de crecimiento vegetal comparado con la homobrasinolida (HB), como se muestra en la

figura 8.%

Control

Figura 8. Crecimiento de plantas de maiz aplicando compuestos promotores de

crecimiento vegetal comparado con la homobrasinolida.

El compuesto 2 se ha sintetizado a partir de la apertura regioselectiva de los anillos
E y F de la diosgenina bajo la accion de Et,O-BFs3, en presencia de anhidrido acético a -3
°C. Bajo estas condiciones de reaccién, uno de los carbonilos del Ac,0 es activado por el
acido de Lewis y el otro grupo carbonilo es atacado por un par electrénico del &tomo de
oxigeno en C-16. De esta manera se forma el intermediario (i) denominado ion oxonio (ver
esquema 4) el cual es atacado por una molécula de agua sobre el carbono 22; asi el atomo
de oxigeno tetrahidropiranico recupera su par electronico y se forma el intermediario ii. La
deprotonacion de ii seguido de la protonacion del atomo de oxigeno tetrahidropiranico
conduce a la formacion del intermediario hemiacetalico iii. El par electrénico del atomo de
oxigeno del alcohol forma una cetona protonada iv y finalmente, su deprotonacion conduce

al compuesto 22-o0x0-26-hidroxilado 2.
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_  Et,0'BF4/Ac,0
—_—
-3°C

ion oxonio ii

i , AcO

Esquema 4. Mecanismo de reaccion para la formacion del compuesto 2.

Cabe mencionar que dentro de la reaccion también se obtuvo como producto en
menor rendimiento el compuesto acetilado en la posicion C-26 (38), debido a que durante
la formacion del ion oxonio (i), este intermediario también puede ser atacado por el ion
acetato formar el compuesto 38. La cromatografia en capa fina (CCF) de la reaccién mostro
la formacion de un compuesto con Rf muy cercano al compuesto 2 en pequefias

proporciones, plantedndose que se trata del compuesto epimérico C-21 (40).

40

Esquema 5. Mecanismo de reaccion para la formacién del epimero C-21.

Este compuesto se forma en el transcurso de la reaccién por la presencia de AcOH
que se forma en el medio de reaccion el cual cataliza la formacion del enolato de acuerdo
con el siguiente mecanismo de reaccion (ver esquema 2) el oxigeno de la cetona en C-22 se
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protona con el acido del medio, una posterior eliminacion del proton « al carbonilo da lugar
a la formacion del enolato, finalmente la tautomerizacion a la forma cetnica méas estable

conduce a la epimerizacion de C-21.

Me-3  Me-16

19

18

Cor [ ) /

26

NO k=]
3 o

3 ZO\IF

Mo

T T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 4.0 3.8 36 34 ?% 3? 28 26 24 22 2.0 18 16 14 12 1
1 (ppm

Figura 9. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) del compuesto 2.
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El espectro de RMN-'H del compuesto 2 (figura 9) se observa la sefial del protén
vinilico del H-6 como una sefial doble en 5.36 ppm la cual se acopla con los dos protones
de 7, el ecuatorial (ec) y el axial (ax), de acuerdo con la curva de Karplus, el &ngulo diedro
que se forma entre los protones 6 y 7ax es practicamente de 90°, por esta razon solamente
se puede apreciar una constante de acoplamiento Jg.; = 5.2 Hz. El H-16 presenta una sefial
maltiple en 4.9 ppm, para la sefial de H-3 también se observa una sefial multiple en 4.6
ppm. La sefial de H-26 se observa en 3.4 ppm y se presentan como un d, esto es debido a
que se acopla con el proton de H-25 con una constante de acoplamiento J,s.06 = 6.0 Hz. En
campos altos se observa una sefial dc que pertenece al proton H-20 la cual se acopla con los
protones del metilo de 21 y el proton de 17 en 2.9 ppm. Mientras que en 2.6 y 2.4 ppm se
aprecian los protones H-23a y H-23b como sefiales multiples.

Los protones de los metilos que pertenecen a los grupos acetatos en las posiciones
de C-3 y C-16 se observan como sefiales simples, en 2.0 y 1.9 ppm mientras que los metilos

21y 27 corresponden a sefiales dobles en 1.14 ppm (J2120= 7.0 Hz) y 0.92 ppm (J27.25 = 6.5
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Hz) Los metilos 19 y 18 se observan como sefiales simples, en 1.02 y 0.86 ppm,

respectivamente.
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Figura 10. Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDClI3) del compuesto 2.

En el espectro de RMN-'*C (figura 10) del compuesto 2 se aprecia la sefial en 213.9
ppm, caracteristica de C-22, que pertenece a un carbonilo de cetona mientras que la sefial
de los carbonilos de los grupos acetatos en C-3 y C-16 se visualizan en 170.8 y 170.1 ppm.
Las sefiales de los carbonos vinilicos C-5 y C-6 aparecen en 139.8 y 122.5 ppm. Las
sefiales para C-3 y C-16 se observan en 75.9 y 74.0 ppm y en 67.7 ppm se aprecia la sefal
de C-26. Ahora bien, las sefiales de los metilos correspondientes a los acetatos de C-3 y C-
16 se encuentran a frecuencias mas bajas, en 21.7 y 21.4 ppm. Los metilos restantes se
presentan a frecuencias menores para C-27 en 17.0 ppm, C-21 en 16.9 ppm, C-19y C-18 en
19.5 ppmy 13.5 ppm.

Una vez obtenido el compuesto promotor de crecimiento vegetal 2 es acoplado al
acido 3-indolacético; el cual tendra la funcion de marcador de fluorescencia. El
acoplamiento se ha realizado mediante una reaccion de esterificacion sobre el grupo
hidroxilo libre C-26 del compuesto 2. En la literatura® se ha descrito la insercion del acido

3-indolacético preparando previamente al anhidrido correspondiente. En nuestro caso se
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evito ese paso y el acoplamiento con el grupo hidroxilo en C-26 del compuesto 2 se hizo
directamente, mediante el uso de DCC en presencia de una cantidad catalitica de DMAP
(ver esquema 6) para ello el &cido 3-indolacético reacciona con la carbodiimida
produciendo el intermediario O-acilisourea (i); la DMAP reacciona con el intermediario ii
debido a que es mas nucleofilica que el alcohol del compuesto 2; se genera una amida y se
elimina diciclohexilurea (DCU); la amida formada es fuertemente electrofilica, por lo cual
el alcohol puede realizar un ataque nucleofilico facilmente sobre el acilo formando el

compuesto 3.

CeH
CeHi1 i - '-k,'{{ em o 4 o 4
'O—H ;g{ ’\8) N/CSHH H+ ﬁo\d’\\‘/CGH”
1
: | +
\C \CGH11 :N. /,\f\
oH11 " CeHy4 H CeHyy

i i
O-acilisourea

-DMAP/-H

2

Esquema 6. Mecanismo de reaccion para la formacion del compuesto 3.
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Figura 11. Espectro de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 3.

El espectro de RMN-"H del compuesto 3 (ver figura 11) muestra a frecuencias altas
una sefial ancha caracteristica en 8.38 ppm del proton unido al N-H del anillo inddlico, los
hidrégenos del sistema aromatico se observan en 7.62-7.12 ppm, el proton vinilico del
anillo inddlico se observa en 7.16 ppm como una sefial d, en 5.35 ppm se observa una sefial
doble del protdn vinilico de H-6, una sefial maltiple para H-16 y en 4.6 ppm una sefal
multiple para el H-3, los protones H-26 se observa un cambio en su desplazamiento
quimico debido al acoplamiento con el IA ya que se desplazan a frecuencias altas
observandose en 3.9 ppm como como sefial doble con una constante de acoplamiento de
Jas.26= 6.0 Hz, en 3.78 ppm se observa una sefial simple la cual integra para dos hidrogenos
que corresponden a los protones de H-2" a frecuencias bajas en la sefial de H-27 se observa

un cambio en su desplazamiento ahora se presenta que se observa en 0.88 ppm.
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Figura 12. Espectro de *C (125 MHz, CDCI5) para el compuesto 3

En el espectro de RMN-'*C del compuesto 3 se aprecia la sefial en 213.9 ppm,
caracteristica de C-22, que pertenece a un carbonilo de cetona, la sefial observada en 172.1
ppm corresponde a un carbonilo de éster producto del acoplamiento con el AlA; los
carbonilos de los grupos acetatos en C-3 y C-16 se visualizan en 170.8 y 170.1 ppm. Las
sefiales de los carbonos vinilicos C-5 y C-6 aparecen en 139.8 y 122.5 ppm mientras que
los carbonos vinilicos del 1A C-3" y C-4" se aprecian en 108.0 y 123.1ppm. Los carbonos
del anillo aromatico se observan como C-6" en 136.0 ppm, C-7" en 119.5ppm, C-8"en 122.1
ppm, C-9en 111.2ppm, C-10"en 118.7 ppm, C-11" en 127.4 ppm, a frecuencias bajas en
31.2 ppm se observa el C-2". Las sefiales para C-3 y C-16 se observan en 75.9y 74.0 ppm y
en 67.7 ppm se aprecia la sefial de C-26. Las sefiales de los metilos correspondientes a los
acetatos de C-3 y C-16 se encuentran a frecuencias mas bajas, en 21.7 y 21.4 ppm. Los
metilos restantes se presentan a frecuencias menores para C-27 en 17.0 ppm, C-21 en 16.9

ppm, C-19y C-18 en 19.5 ppm y 13.5 ppm.
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Figura 13. Expansién del experimento HSQC del compuesto 3.

El uso del experimento HSQC permitié asignar correctamente la sefial que
corresponde al C-2" que se encuentra en 31.2 ppm ya que correlaciona con respectivos
protones H-2"en 3.78 ppm.
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Para realizar un doble acoplamiento del AIA sobre la posicion C-3 y C-26 del
compuesto 2, se realiz6 la hidrdlisis regioselectiva del grupo acetato en C-3 de 2 mediante
el uso de KOH al 5% la cual condujo a 36 cuantitativamente.

H
KOH/MeOH

AcO
2 36

En el espectro de RMN-'H del compuesto 36 (Figura 14) se puede observar un
cambio significativo en el desplazamiento de la sefial de H-3, ya que se observa a
frecuencias mas bajas debido a la presencia del grupo hidroxilo que ahora se encuentra en
C-3 observandose como sefial maltiple, las demas sefiales correspondientes a la estructura
no presentan cambios significativos con respecto al espectro de *H de 36.

Me (acetatos)

19

CE
-
r

20 23 P \MJN,N

Me-acetato

20 232 23b
IR i o))
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Figura.14 Espectro de 'H (500 MHz, CDCIs) para el compuesto 36.
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Figura 15. Espectro de *C (125 MHz, CDCI5) para el compuesto 36

En el espectro de RMN-C (ver Figura 15) del compuesto 36 se aprecia la sefial en
213.9 ppm, caracteristica de C-22, que pertenece a un carbonilo de cetona y sélo se observa
una sefal de un carbonilo que corresponde al acetato de C-16 visualizandose en 170.1 ppm.
Las sefiales de los carbonos vinilicos C-5 y C-6 aparecen en 139.8 y 122.5 ppm. Las
sefiales para C-3 y C-16 se observan en 75.9 y 74.0 ppm y en 67.7 ppm se aprecia la sefal
de C-26. En este compuesto solo se observa la sefial del metilo del acetato de C-16 en
frecuencias mas bajas 21.4 ppm. Los metilos restantes se presentan a frecuencias menores
para C-27 en 17.0 ppm, C-21 en 16.9 ppm, C-19y C-18 en 19.5 ppm y 13.5 ppm.

Una vez hidrolizada la posicidén C-3 se realiza la reaccion de diesterificacion de los

alcoholes que se encuentran en las posiciones C-3 y C-26 de 36 para generar 4.

H

AIA, DCC

Dioxano, DMAP
HO

36
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La CCF de la reaccidn permitié observar la formacion de un compuesto mas polar
que el diester, obteniéndose como producto minoritario el compuesto 5 en el cual esta
ausente el éster en C-3.

Aromaticos
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Figura 16. Espectro de *H (500 MHz, CDCls) para el compuesto 4.

El espectro de *H del compuesto 4 (Figura 16) se observa a frecuencias altas dos
sefiales en 8.38 ppm de los protones unidos al N-H de los anillos indo6licos mientras que los
hidrogenos de los anillos aromaticos se encuentran en 7.62-7.12 ppm, los protones vinilicos
de los anillos indélicos caen en la region de los aromaticos en 7.16 ppm, en 5.35 ppm se
observa una sefial doble del protén vinilico de H-6, una sefial maltiple para H-16, el H-3
tiene un cambio significativo debido a la formacion del éster desplazandose a campos bajos
encontrandose en 4.6 ppm como una sefial maltiple, posteriormente en los protones de H-
26 se observa un cambio en su desplazamiento quimico por el éster y se desplazan a
frecuencias altas observandose en 3.9 ppm como como sefial doble con una constante de
acoplamiento de Jys06 = 6 Hz, en 3.78 ppm se observan dos sefiales simples cada una
integra para dos hidrégenos que corresponden a los protones de H-2" mientras que las
sefiales a campos altos corresponden a la estructura del esteroide sin cambios notables en su

desplazamiento.
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Figura 17. Espectro de **C (125 MHz, CDCl5) para el compuesto 4.

En el espectro de *C del compuesto 4 (Figura 17) se aprecia la sefial en 213.9 ppm,
caracteristica de C-22, que pertenece a un carbonilo de cetona mientras que las sefales
observadas en 172.1 y 172.3 ppm corresponden a los carbonilos del diéster; el carbonilo del
grupo acetato de C-16 se visualiza en 170.1 ppm. Las sefiales de los carbonos vinilicos C-5
y C-6 aparecen en 139.8 y 122.5 ppm. Cabe mencionar que el compuesto 4 contiene en su
estructura dos moléculas de IA acopladas. No se muestran cambios significantes en los
desplazamientos, por lo que caen en la misma region, los carbonos vinilicos del 1A C-3" y
C-4" se aprecian en 108.0 ppm y 123.1 ppm. Los carbonos correspondientes al anillo
aromatico indélico se observan como C-6" en 136.0 ppm, C-7" en 119.5ppm, C-8"en 122.1
ppm, C-9%en 111.2ppm, C-10"en 118.7 ppm, C-11" en 127.4 ppm, mientras que a campos
altos en 31.2 ppm se observan los C-2". Las sefiales C-16 se observan en 74.0 ppm y en
67.7 ppm se aprecia la sefial de C-26. Ahora bien, las sefiales del metilo correspondiente al
acetato de C-16 se encuentra a frecuencias mas bajas en 21.4 ppm. Los metilos restantes se
presentan a frecuencias menores para C-27 en 17.0 ppm, C-21 en 16.9 ppm, C-19y C-18 en
19.5 ppmy 13.5 ppm.
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Figura 18. Experimento HMBC para el compuesto 4.

El experimento HMBC permitié asignar correctamente las sefiales para el carbonilo
del grupo IA acoplado en la posicion C-3 el cual se observa en 171.4 ppm, también se
muestra un acoplamiento con su respectivo CH, el cual se encuentra en 3.76 ppm, el
carbonilo del grupo IA acoplado en la posicion C-26 se observa en 172.13 ppm el cual

también acopla con su respectivo CH; que se encuentra en 3.78 ppm.
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Figura 19. Espectro de 'H (500 MHz, CDCls) para el compuesto 5.

El espectro de RMN-'H del compuesto 5 (ver figura 19) se ha comparado con el

espectro del compuesto 4 observando solamente el cambio significativo en la sefial del H-3

el cual se desplaza a frecuencias bajas, observandose en 3.52 ppm como una sefial maltiple

las sefiales a frecuencias altas corresponden a la estructura del esteroide sin cambios

notables en su desplazamiento.
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Figura 20. Espectro de **C (125 MHz, CDCI5) para el compuesto 5

En el espectro *C de RMN del compuesto 5 (ver figura 20) se aprecia la sefial en
213.9 ppm, caracteristica de C-22, la sefial en 172.1 corresponde al carbonilo de éster; el
carbonilo del grupo acetato de C-16 se visualiza 170.1 ppm. Las sefiales de los carbonos
vinilicos C-5 y C-6 aparecen en 139.8 y 122.5 ppm, los carbonos vinilicos del AIA C-3" y
C-4" se aprecian en 108.0 y 123.1. Los carbonos correspondientes al anillo aromatico
ind6lico se observan como C-6" en 136.0 ppm, C-7" en 119.5ppm, C-8"en 122.1 ppm, C-
9"en 111.2ppm, C-10"en 118.7 ppm, C-11" en 127.4 ppm, mientras que a campos altos en
31.2 ppm se observa el C-2". Las sefiales para C-3 y C-16 se observan en 75.9y 74.0 ppm y
en 67.7 ppm se aprecia la sefial de C-26. Las sefiales de los metilos correspondientes a los
acetatos de C-3 y C-16 se encuentran a frecuencias mas bajas, en 21.7 y 21.4 ppm. Los
metilos restantes se presentan a frecuencias menores para C-27 en 17.0 ppm, C-21 en 16.9
ppm, C-19y C-18 en 19.5 ppm y 13.5 ppm.
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Cloruro de Benzoilo
Py

AcO

El grupo benzoilo ha sido utilizado como fluoréforo; éste se acoplo a la posicion C-

26 del compuesto 2 obteniendo el compuesto 6 en un 90% de rendimiento.
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Figura 21. Espectro de 'H (500 MHz, CDClIs) del compuesto 6.

El espectro de rmn-"H se observan las sefiales més caracteristicas para el compuesto
6 (ver figura 21) a frecuencias altas las sefiales correspondientes a los protones del anillo
aromatico, los H-orto se observan en 8.04 ppm como una sefial d, en 7.55 ppm se aprecia
una sefial dd, en 7.43 ppm se observa una sefial dd, para los H-meta, posteriormente se
observa la sefial del proton vinilico del H-6 como una sefial doble en 5.36 ppm J ¢.7 =5.2
Hz. ElI H-16 presenta una sefial multiple en 4.9 ppm, para la sefial de H-3 también se
observa una sefial multiple en 4.6 ppm. La sefial de H-26 se observa frecuencias mas altas
debido a la presencia del éster en 4.16 ppm y se presentan como un sistema ABX. En
frecuencias bajas se observa una sefial dc que pertenece al proton H-20. Mientras que en

2.6 y 2.4 ppm se aprecian los protones H-23a y H-23b como sefiales mdltiples. Los
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protones de los metilos que pertenecen a los grupos acetatos en las posiciones de C-3 y C-

16 se observan como sefiales simples, en 2.0 y 1.9 ppm mientras que los metilos 21 y 27

corresponden a sefiales dobles en 1.14 ppm (J2120 = 7.0 Hz) y 0.92 ppm (J27.25 = 6.5 Hz)

Los metilos 19 y 18 se observan como sefiales simples, en 1.02 y 0.86 ppm,

respectivamente.
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Figura 22. Espectro de *C (125 MHz, CDClI3) del compuesto 6.

Los fragmentos del espectro de RMN-C del compuesto 6 (ver figura 22) se

observa a frecuencias altas el carbonilo de 22 en 212.8 ppm posteriormente las sefiales de

los carbonilos de los grupos acetatos de C-3 en 170.4 y de C-16 en 169.9 ppm, las sefiales

caracteristicas del anillo aromatico del benzoato en 132.9 ppm se observa el carbono para,

en 130.4 ppm el carbono ipso, y en 129.7 y 128.3 ppm las sefiales correspondiente para los

carbonos orto y meta.
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Esquema 7. Condiciones de reaccion para la formacion del compuesto 7

El compuesto p-acido naftoxiacético (NOA) también se ha utilizado como
fluoréforo, ya que en su estructura contiene el esqueleto del naftaleno y estos grupos
funcionales pueden presentar fluorescencia mas intensa. El S-acido naftoxiacético fue
previamente preparado usando B-naftol como materia prima y acido bromoacético, en
medio bésico obteniendo al -acido naftoxiacético. EI acoplamiento se realizd mediante una
esterificacion con DCC y DMAP obteniendo al compuesto 7 buenos rendimientos.

7.5 7.4 . .
f1 (ppm) 18

21

54 52 50 48 6 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 .2
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Figura 23. Espectro de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 7.

El espectro de *H del compuesto 7 (Figura 23) permite apreciar las sefiales

caracteristicas en frecuencias altas de los anillos de naftaleno; se observa la sefial del proton
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vinilico del H-6 como una sefial doble en 5.36 ppm se puede apreciar una constante de
acoplamiento J¢.7 = 5.2 Hz. el H-16 presenta una sefial multiple en 4.9 ppm, posteriormente
se observa una sefial s que integra para dos protones de CH, del grupo NA, para la sefial de
H-3 también se observa una sefial multiple en 4.6 ppm. La sefial de H-26 se desplaza a
frecuencias altas debido a la formacién del éster observandose en 4.0 ppm y se presenta
como un d, esto es debido a que se acopla con el proton de H-25 con una constante de
acoplamiento Jzs.06 = 6.0 Hz. En campos altos se observa una sefial dc que pertenece al
proton H-20 que se acopla con los protones del metilo de 21 y el proton de 17 en 2.9 ppm.
Mientras que en 2.6 y 2.4 ppm se aprecian los protones H-23a y H-23b como sefiales
multiples. Las sefiales en frecuencias bajas no presentan cambio en su desplazamiento y

corresponden al esteroide.

0 T |
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Figura 24. Espectro de *C (125 MHz, CDCI3) del compuesto 7.

Los fragmentos del espectro de RMN-C del compuesto 7 (Figura 24) permiten
apreciar la sefial del carbonilo de C-22 en 212.6 ppm posteriormente los carbonos de los
carbonilos para los grupos acetato de C-3 y C-16 se visualizan en 170.8 y 170.1 ppm, la
sefial del grupo carbonilo del grupo NA se observa en 168.4 ppm. Las sefiales
correspondientes al protones aromaticos se aprecian en un rango de 155.7 ppm - 127.85
ppm. Las sefiales de los carbonos vinilicos C-5 y C-6 aparecen en 139.6 y 122.5 ppm. Las
sefiales para C-3 y C-16 se observan en 75.9 y 74.0 ppm y en 67.7 ppm se aprecia la sefal
de C-26. La sefial correspondiente para el CH, del grupo NA se observa en 65.4 ppm.

Mientras que las sefiales de los metilos correspondientes a los acetatos de C-3 y C-16 se
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encuentran a frecuencias mas bajas, en 21.7 y 21.4 ppm. Los metilos restantes se presentan
a frecuencias menores para C-27 en 17.0 ppm, C-21 en 16.9 ppm, C-19y C-18 en 19.5 ppm
y 13.5 ppm.

PRUEBAS BIOLOGICAS

Con la finalidad de conocer la longitud de onda a la que los compuestos
sintetizados tienen la mayor absortividad, se midié la absorbancia de cada compuesto a
diferentes longitudes de onda y se estimo la longitud de onda a la cual emiten fluorescencia
dichos compuestos. Estos valores permitiran saber a qué determinada longitud de onda se

puede irradiar la muestra una vez que se encuentre en tejido vegetal.

Para el caso de los compuestos 3, 4 y 5, se encontr6 que presentan mayor
absortividad entre los 303 y 307 nm, mientras que la fluorescencia emitida va desde los 433
alos 437 nm (Tabla 1).

Tabla 1. Valores A de emision de fluorescencia maxima obtenidos para los compuestos
3,4y5.

Compuesto ARy, nm Afh, nm € (Lmol*.cm™?)
307 350 --
303 435 22389.31
305 437 10683.59
305 433 21962.02
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El efecto de como los compuestos 3-7 como promotores de crecimiento vegetal se
evalud aplicandolo sobre plantas de Allium cepa L. comunmente conocida como cebolla.
En las siguientes imagenes se puede observar el crecimiento de las cebollas a 4 dias de
tratamiento con los compuestos promotores de crecimiento vegetal y una muestra control.
Es evidente la diferencia en el crecimiento del tallo y raiz para las plantas de cebolla

tratadas con los compuestos 3-7 como se observa en la figura 27.
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2.4cm 1.9cm

1.2cm 1.4cm
Compuesto 6 Compuesto 7

Compuesto 5

Figura 27. Efecto de los compuestos 3-7 en plantas de cebolla a 4 dias de tratamiento.
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Puede observa

presenta gran crecimi

sintetizados 3-7 presentan mayor proliferacion; el crecimiento de raiz se observé desde 0.8

cm para el tratamiento

Por otra parte el crecimiento de tallo también presenta un mayor crecimiento para las
muestras tratados con los compuestos promotores de crecimiento, observando un
crecimiento en tallo de 1.9 para la muestra tratada con el compuesto 6 hasta 8 cm para la

muestra tratada con el compuesto 4; para las muestras control el tallo alcanz6 una altura

méaxima de 1.9 cm.

rse que después de 4 dias de tratamiento, la muestra control no

ento de raiz, mientras que las muestras tratadas con los compuestos

con el compuesto 7 hasta 2.3 cm con el tratamiento del compuesto 4.

Crecimiento de raiz
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Grafico 1. Crecimiento promedio de raiz para la muestra control y el tratamientos con

los compuestos 3-7
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Grafico 2. Crecimiento promedio de tallo para la muestra control y el tratamientos

con los compuestos 3-7
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En los graficos mostrados, se observa que el compuesto que favorecid el
crecimiento en raiz fue el compuesto 3 (Grafico 1); mientras que el compuesto 4 se
favorecio al aplicar el compuesto 4 (Grafico 2); demostrando que estos compuestos tienen
efectos positivos al ser usados como promotores de crecimiento en plantas.

Las muestras de raiz de cebolla tratadas con los compuestos 3, 4, y 5, se observaron
por microscopia de fluorescencia; uno fendbmeno que se presenté al irradiar la muestra a

diferentes longitudes de onda (405-646 nm) fue autofluorescencia (Figura 25).

Sin filtro -

Figura 25. Imégenes tomadas por microscopio de fluorescencia para una muestra tratada con

el compuesto que contiene el marcador de fluorescencia.

Se irradio la muestra control en el mismo rango de longitud de onda (405-646 nm),
y también se observd autoflorescencia en la muestra control (Figura 26), este tipo de
comportamiento se debe a la presencia de tejido vascular, el cual actda en el transporte de
diversas sustancias a través de la planta, desde las raices hasta las hojas y desde las hojas a

las otras partes.
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‘Sin filtro

Figura 26. Iméagenes tomadas por microscopio de fluorescencia para la muestra

control.

Se tomaron nuevas muestras de tejido vegetal tratadas con los compuestos 3-7,
utilizando nuevamente raiz y tomando como muestra la catéfila de la cebolla, cuya funcién
es de proteccion y almacenamiento de nutrientes y probablemente no se encuentre tanta
clorofila o algin otro compuesto que pueda intervenir en su observacion.

Las imagenes que se muestran en la siguiente figura, se puede observar que para las
muestras de catéfila, no se observo fluorescencia con ninguno de los compuestos, ni en la
muestra control.

Por su parte las muestras de raiz aunque presentan autofluorescencia, al realizar
cortes con el microscopio se puede observar fluorescencia en una pequefia region de la

muestra.
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CONCLUSIONES

Se desarroll6 una metodologia para la sintesis de promotores de crecimiento vegetal
que presentan en su estructura marcadores de fluorescencia, mediante rutas sintéticas de

trabajo sencillas, accesibles y reproducibles.

Se evaluo el efecto de los compuestos sintetizados 3-7, en una concentracion de 0.1
mg/L, como promotores de crecimiento vegetal sobre plantas de cebolla. Los compuestos
sintetizados demostraron tener efectos positivos al promover el crecimiento de raiz y tallo
en plantas de cebolla, sin embargo se recomienda continuar con su evaluacion en diferentes

cultivos.

Se analizd por microscopia de fluorescencia la raiz de cebolla que se traté con los
compuestos 3, 4 y 5, sin embargo estas muestras y el control presentaron autofluorescencia.
Se evalu6 nuevamente raiz y la catéfila de plantas de cebolla tratadas con los compuestos 3-

7; el compuesto 4 pudo observarse en tejido vegetal.

Cada uno de los compuestos que se sintetizo en este trabajo fue caracterizado

mediante técnicas fisicas y espectroscopicas.
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CAPITULO I Antecedentes

ANTECEDENTES

Lactonas bisnorcolanicas

En los ultimos afos se ha demostrado que muchas lactonas insaturadas de origen
natural poseen actividad bioldgica importante; la mayoria de estos compuestos son del tipo
y-lactona. Las lactonas bisnorcolanicas (LBCs) son unidades estructurales de gran
importancia ya que son precursores para la sintesis de diversos compuestos potencialmente
activos® ya que presentan una actividad bioldgica relevante actuando como antitumorales,
antimicéticos, citotdxicos, antipiréticos, anticancerigenos, etc.; un ejemplo claro de este

tipo de compuestos es la vespertilina (41, ver figura 27).394041:42

ww
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41

Figura 28. Estructura de la vespertilina aislada de los frutos del Solanum vespertilio
Ait.

Importancia de las lactonas y su fuente de obtencion

En afios recientes se han aislado compuestos de diferentes fuentes naturales; que
poseen en su estructura este tipo de lactonas las cuales se encuentran acopladas a otros
compuestos permitiendo tener actividad bioldgica importante, como es el caso de la
saponina 42, cuya aglicona es un analogo de la vespertilina (hidroxilado en C-2) fue aislada
de las hojas de Cestrum nocturnum L. (Solanaceae) un arbusto nativo de Sudamérica. Este
nuevo andlogo mostrd buenos resultados en su evaluacién citotdxica contra células

tumorales.®
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Figura 29. Compuesto 42 aislado del Cestrum nocturnum L.

El compuesto 43, hidroxilado en C-3 y en C-1 glicosilado, se aislé de la especie
Paris polyvphylla var. chinensis la cual se encuentra distribuida en el suroeste de China.
Esta saponina ha presentado actividad citotoxica contra lineas celulares de céncer
gastrico.**
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Figura 30. Lactona bisnorcolanica glicosilada, con importante actividad bioldgica.

La importancia de la vespertilina y sus analogos ha permitido sintetizar novedosos
compuestos bioactivos. Tal es el caso de un analogo de vespertilina que contiene un grupo
hidroxilo en C-17 (43) ha sido empleado para sintetizar anadlogos del OSW-1 (44), los
cuales al comparar su actividad citotoxica contra la del OSW-1 mostraron tener mayor

actividad anticancerigena.*

43 44
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Esquema 31. Formacién de analogos del compuesto OSW-1.

Otro ejemplo de estas trasformaciones sobre el esqueleto de la vespertilina y
analogos se describe por Mola-Garate*® en el 2003 junto con su grupo de investigacion
sintetiz6 una nueva lactona bisnorcolénica 49, (ver esquema 9), este compuesto presento
actividad biologica reguladora de crecimiento vegetal. La sintesis inicia con la vespertilina
(41), la cual fue acetilada con anhidrido acético/piridina, siguiendo con una epoxidacion del
doble enlace que se encuentra en C-5, mediante un tratamiento con MCPBA, para generar
la mezcla 70/30 de los epoxidos o y B (46). Posteriormente el anillo de ambos epoxidos se
abre mediante una reaccion con acetona-acuosa Yy acido perclérico lo cual condujo
mayoritariamente al 5o, 6B-diol el cual fue oxidado con reactivo de Jones para formar la
cetona en C-6 (48). Después se realizd la hidrolisis basica del 3B-acetato para producir la
lactona bisnorcoléanica (20S)-3p, 5a-dihidroxi-6-oxopregnano-20,16B-carbolactona (49), en
un 53%.

“\\\\
W
ww

HO AcO
41 45 AcO 46

Esquema 9. Sintesis de una nueva lactona bisnorcolanica, a partir de vespertilina.

Forestieri*’ y colaboradores sintetizaron la clionamina B (50, ver esquema 10) a
partir de derivados bisnorcolanicos mismos que fueron sintetizados a partir de la tigogenina
(51). EI compuesto 50 en pruebas bioldgicas estimulé fuertemente la autofagia en las

células MCF-7 de cancer de mama.
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Esquema 10. Formacién de la clionamina B (50).

Formacion de lactonas bisnorcolanicas.

Se han reportado varias sintesis para obtener LBCs y sus analogos a partir de otras
sapogeninas esteroidales. En el 2004 Iglesias-Arteaga*® mediante un tratamiento con écido
nitrico fumante sobre acetato de diosgenina (52) formo la lactona bisnorcolanica 53 con un

grupo nitro en la posicion C-6 como se muestra en el esquema 11.

e

AcO
NO,
52 53

Esquema 11. Formacidn de una lactona bisnorcolanica en medio acido.

Hernandez-Linares*® a partir de derivados 23-acetilfurost-22-enos (obtenidos a partir
de diosgenina (2), hecogenina (17) y sarsapogenina (54) reportd la sintesis de lactonas
bisnorcoléanicas (ver esquema 12). Los furostenos (55, 56) se obtuvieron al hacer reaccionar
una sapogenina esteroidal con Ac,O/ Et,O-BF; a temperatura ambiente, esto dio como
resultado varios compuestos encontrando una apertura regioselectiva del anillo E en
diferente proporcion. Los dobles enlaces que se presentan en la cetona a, f-insaturada son
oxidados selectivamente mediante RuO, dando como resultado la lactonas bisnorcolanicas

con excelentes rendimientos.
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ACZO/Etzo'BF:;
—_—

2 diosgenina: R,R'=A%; R>=R3=H; 25R
17 hecogenina: R=H_; R'=H; R?R?=0; 25R

. I_p2_p3 RuO, 2 3 RuO,
54 sarsasapogenina: R=Hy; R'=R*=R’ = H; 25§ R3R % O

AcO

RR1

11: R,R'=A%; R%=R3=H; 25R
57: R=H,; R'=H; R’R?*=0; 25R
58: R=Hp;; R'=R*=R*H; 255

Esquema 12. Formacion de LBCs a partir de 23-acetilfurost-22-enos.

En el 2012 Nakata®® a partir de alcaloides como la solasodina (59) obtuvo

vespertilina en un solo paso preparé 41 empleando NaNO,/ Et,O-BF; en AcOH y CHCI;

con un rendimiento de 48% (ver esquema 13).

. H
» N

NaNOZIEtzo'BF3 -
AcOH, CHCI,

HO HO

59 41

Esquema 13. Formacion de vespertilina a partir de solasodina.

Tian® en 1994 hizo reaccionar tigogenina (51, esquema 14) con anhidrido acético

en presencia de un &cido de Lewis y obtuvo 2 productos (60 y 61), los cuales al ser
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sometidos a ozonizacion produjeron las lactonas 20R (62) y 20S (63). La lactona 20R pudo

ser convertida en la lactona 20S en presencia de NaOH, a reflujo.

o]
O3
—
62
1. NaOH
2.H"
P
03
—
63

Esquema 14. Formacion de una lactona bisnorcoléanica 20S (62) y su epimero 20R (63),
a partir de tigogenina.

Se han obtenido LBCs al tratar diferentes espirostanos en medio acido u oxidante
también se han obtenido a partir de alcaloides como la solasodina usando un medio &cido;
sin embargo, aun hace falta investigar su obtencién a partir derivados 22-oxocolestanicos,

bajo la accion de diferentes medios basicos.
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OBJETIVOS
Objetivo general:

Obtener LBCs mediante una nueva metodologia, usando estructuras 22-
oxocolestanicas en medio bésico. Estas condiciones de reaccion implican efectuar
una ruptura inusual del enlace entre los &tomos de carbono C-22/C-23.

Objetivos especificos:
e Usar estructuras 22-oxocolestanicas con diferentes sustituyentes en C-26 para
observar la reactividad de la cadena lateral para la formacion del compuesto (20S)-

3p-acetoxipregn-5-eno-20,164-carbolactona.

e Proponer un mecanismo de reaccion adecuado para la formacion del compuesto

(20S)-3p-acetoxipregn-5-eno-20,164-carbolactona.

e Caracterizar los compuestos obtenidos mediante técnicas fisicas y espectroscépicas.
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MATERIALES Y METODOS

Equipos y técnicas utilizadas.

Los puntos de fusion son determinados por la técnica de capilar abierto en un

equipo Melt-temp, utilizando la escala de grados centigrados; no fueron corregidos.

Los espectros infrarrojos se registraron en un espectrofotometro Agilent Cary 630

FTIR, los datos se expresaran en nimeros de onda v (cm™).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se obtuvieron en un espectrometro
Varian-Mercury multinuclear de 400 MHz para *H y de 100 MHz para *C. Se utiliz6
cloroformo deuterado (CDCls) como disolvente y TMS como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm (8), las constantes de acoplamiento (J) se
expresan en Hertzios (Hz). La multiplicidad de las sefiales de los espectros de 'H esta
referida como: s para una sefial simple, d para una sefial doble, dd para una sefial doble de
dobles, ddd para una sefial doble de doble de dobles, dc para una sefial doble de cuartetos y

m para una sefial multiple.

Las rotaciones dpticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 241 empleando
soluciones de cloroformo, en celdas de 10 cm de longitud y utilizando la linea D del sodio

(589.3 nm), a temperatura ambiente.

Cada reaccion que se realizé se monitoreo mediante cromatografia en capa fina
(CCF) en este caso se utilizan placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de
espesor que contienen indicador de fluorescencia (F2s4). Para su revelado se empled luz
ultravioleta de onda corta (254 nm, lampara de UV-G-54) y por calcinacion, previo

tratamiento con acido sulfurico al 50%.

Para la cromatografia en columna se utilizaron columnas de vidrio las cuales fueron
empacadas con gel de silice grado 60 (230-400 mallas) de acuerdo a la técnica de
cromatografia tipo flash, * utilizando sistemas de elucién de acetato de etilo-hexano.

L Still, W. C.; Kahn, M; Mitra, A. J. Org. Chem. 1978, 14, 2923-2925.
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CAPITULO 11 Materiales y métodos

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico y se utilizaron directamente sin
purificar, todos los disolventes se purificaron y secaron de acuerdo con las técnicas
publicadas en la literatura.’

Formacion del diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-343,164-
diilo (2).

Ac20/Et20' BF3
-3°C

HO AcO

1 2

Se disolvieron 5 g (12 mmol) de diosgenina en 35 mL de CH,Cl,, se agregaron
lentamente 12.5 mL (130 mmol) de anhidrido acético. La mezcla se enfrié a -3 °C y se
agregaron gota a gota 10 mL (80 mmol) de Et,O-BF3. La mezcla de reaccion se mantuvo en
agitacion durante 30 minutos, transcurrido este tiempo se vertié sobre un bafio de hielo. La
fase organica se extrajo con CH,Cl,, se lavo con salmuera (2 x 100 mL), solucién saturada
de NaHCOs; (4 x 100 mL) y finalmente con agua destilada (2 x 100 mL) se secO sobre
Na,SO, anhidro, se filtrd, se evapord a presion reducida y se purificd por cromatografia en
columna utilizando un sistema hexano/AcOEt 7:3. Se obtuvo un polvo color blanco con un
rendimiento de 56%. p.f.: 152-154°C, [a]p: -0.3(c 1.0, CHCI5).

RMN H (500 MHz, CDCls) &: 5.4 (1H, d, J¢.7 =5.2 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.6 (LH,
m, H-3), 3.4 (2H, d, Jas.25 =6.2 Hz, CH,-26), 2.9 (1H, dc, Jao21 =6.8 Hz H-20), 2.6 (1H, m,
H-23),2.4 (1H, m, H-23b), 2.4 (1H, m, H-15a), 2.0 (3H, s, CH;COO0-16), 1.9 (3H, S,
CH3CO0-3), 0.9 (3H, d, Jo7.05 =6.8 Hz, CH3-27), 1.14 (3H, d, Jp1.20 =7.2 Hz, CHs-21), 1.0
(3H, S, CHs-19), 0.86 (3H, S, CHs-18).

RMN C (125 MHz, CDCl3) 8: 36.6 (C-1), 27.9 (C-2), 74.03 (C-3), 38.2 (C-4), 139.8(C-
5), 122.5 (C-6), 31.8 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.9 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12),
42.0 (C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.45 (C-18), 19.5 (C-19),
43.7 (C-20), 16.7 (C-21), 213.9 (C-22), 38.7 (C-23), 26.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.8(C-26),

2 Perrin, D. P.; Armarego, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals. 4. Ed. Butterworth-Heinemann
Press: Oxford, 1996.
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CAPITULO 11 Materiales y métodos

16.9 (C-27), 170.2 (CH3COO-16), 169.9 (CH3COO-3), 21.5 (CH;COO-16), 21.3
(CH;COO0-3).

IR (cm™): 3456 (OH), 2931 (CH, alifatico), 1719 (C=0, cetona), 1708 (C=0, acetato),
1596 (C=C).

EMAR (m/z): [M+H]"calculado para Cs;H90; 517.3529, observado 517.3521.

Formacion del 3,16-diacetato-26-tosilato de (25R)-22-oxocolest-5-eno-
3,16p,26-triilo (29).

p-TsCI/Py
DMAP

Se disolvieron 3 g (2.0 mmol) del compuesto 3 en 15 ml de CH,Cl, y se agregaron
0.5 g (16.4 mmol) de DMAP y 5.2 g (26.2 mmol) de p-TsCl. La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion, aislada de cualquier fuente de luz, durante 8 h. Posteriormente se
lavé con HCI al 5% (3 x 50 mL), solucién saturada de NaHCO3 (1 x 50 mL), salmuera (2 x
50 mL) y agua (2 x 50 mL). Se sec6 sobre Na,SO, anhidro, se filtrd, se evaporo6 a presion
reducida y se purificd por cromatografia en columna utilizando un sistema hexano/AcOEt
8:2. El producto puro es un polvo fino color blanco con un rendimiento del 90% que
present6 un p.f.: 129-131 °C. [a]p: -3.05 (¢ 1.0, CHCIs).

RMN *H (400 MHz, CDCls) 6: 7.76 (2H, m, H-orto),7.34 (2H, m, H-meta), 5.4 (1H, d, Js.
7 = 4.8 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.6 (1H, m, H-3), 3.8 (2H, m, CH,-26), 2.9 (1H, dc,
Joo-21 =6.8 Hz, H-20), 2.57 (1H, m, H-23),2.4 (3H, s, CH3-OTs),2.0 (3H, s, CH;COO-16),
1.9 (3H, s, CHsCOO0-3), 1.14 (3H, d, Jo1.50 =6.8 Hz, CHs-21), 1.0 (3H, s, CH3-19), 0.86
(3H, S, CHs-18).

RMN **C (100 MHz, CDCls) &: 37 (C-1), 27.9 (C-2), 73.8 (C-3), 38.2 (C-4), 139.8 (C-5),
122.5 (C-6), 31.8 (C-7), 31.4 (C-8), 49.7 (C-9), 36.6 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12), 42.7
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(C-13), 54.1 (C-14), 34.8 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17), 13.45 (C-18), 19.5 (C-19), 43.7
(C-20), 16.7 (C-21), 213.9 (C-22), 32.7 (C-23), 26.5 (C-24),32.6 (C-25), 74.4 (C-26), 17.2
(C-27), 170.2 (CH3C0O0-16), 169.9 (CH3C0O0-3), 21.5 (CH3COO0-16), 21.3 (CH3COO0-3).
IR (cm™): 2936 (CH, alifatico), 1719 (C=0, cetona), 1708 (C=0, acetato), 1449 (C=C),
1347, 1238, 932 (OTs).

EMAR (m/z): [M+H]"calculado para C3gHss0g 671.3618, observado 671.3621.

Formacion del 3,16-diacetato de (25R)-22-0x0-26-yodocolest-5-eno-
3p,168-diilo (30).

30

Se disolvieron 2.77g (1.5 mmol) de 29 en 20 mL de acetona, se agregaron 3.74 ¢
(15 mmol) de Nal; la mezcla se mantuvo a reflujo durante 7 h y posteriormente se evaporé
la acetona. La fase organica se extrajo con CH,Cl, (100 ml) y se lavo con solucion saturada
de NayS,03 (2 x 50 mL) y agua destilada (5 x 50 mL), se secé sobre Na,SO, anhidro, se
filtro, se evapord a presion reducida y se purificé por cromatografia en columna con un
sistema 9:1 hexano/AcOEt. EI compuesto se obtuvo en 85% presentdé un color blanco-
nacar. p.f.: 188-190°C, [a]p: +4.70 (c 1.0, CHCIy).

RMN *H (400 MHz, CDCls) 6 5.3 (1H, d, Js.7 =4.8 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.56 (1H,
m, H-3), 3.19 (1H,dd H-26a), 3.12 (1H,dd, H-26b), 2.9 (1H, dc, Jx.21 =6.8 Hz, H-20), 2.64
(1H, m, H-23),1.94 (3H, s, CH3COO0-16), 2.03 (3H, s, CH;CO0-3), 1.1 (3H, d, Jo1.0 =6.8
Hz, CHs-21), 1.0 (3H, s, CH3-19), 0.84 (3H, s, CHs-18).

RMN *C (100 MHz, CDCls) : 36.9 (C-1), 27.9 (C-2), 73.8 (C-3), 38.2 (C-4), 139.4 (C-
5), 122.1 (C-6), 31.7 (C-7), 31.4 (C-8), 49.8 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.8 (C-12),
41.9 (C-13), 53.9 (C-14), 34.8 (C-15), 75.7 (C-16), 55.0 (C-17), 13.45 (C-18), 19.5 (C-19),
435 (C-20), 16.9 (C-21), 212.1 (C-22), 38.3 (C-23), 30.2 (C-24),34.3 (C-25), 17.2 (C-26),
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20.5 (C-27), 160.5 (CH3;COO0-16), 170.3 (CH3COO-3), 21.4 (CH;COO-16), 21.6
(CH;COO0-3).

IR (cm™): 2942 (CH, alifatico), 1722 (C=0, cetona), 1709 (C=0, acetato), 1597 (C=C),
1235 (C-I).

EMAR (m/z): [M+H]"calculado para Cs;HagOs 627.2546 , observado 627.2535.

Formacion del 3,16-diacetato de (25R)-22,26-epoxicolesta-5,22-dieno-34,
16p-diilo (61)

ACzolEtzo‘ BF3 -

20
HO 3°C

61

Se disolvieron 1 gr (2.4 mmol) del compuesto 2 en 10 mL de CH,Cl,, la solucién se
enfrio a -3 °C. Se prepard inmediatamente una solucion de 2.3 mL (24.3 mmol) de
anhidrido acético y 3 mL (21.1 mmol) de Et,O-BF3 y se enfrio a -3 °C. La solucion antes
preparada se agregd a la solucién que contiene a 2. La reaccion se mantuvo en agitacion
durante 5 min. Posteriormente se le agregaron 6.7 mL (48 mmol) de EtsN. Para terminar la
reaccion agregaron 10 ml de NH4;OH y se dejo en agitacion durante 10 min. La fase
organica se lavd con solucion saturada de NaHCOj3 (3x50 mL), con agua destilada (2x50
mL), se secd sobre Na,SO, anhidro, se filtro, se evapord a presion reducida y se purificd
por cromatografia en columna con un sistema hexano/AcOEt 97:3 obteniendo un polvo
blanco. p.f.: 159-162 °C, [a]p: -21.7° (¢ 1.0, CHCly).

RMN 'H (400 MHz, 8): 5.35 (1H, d, Js7ec = 4.3, H-6), 5.12 (1H, m, H-16), 4.59 (1H, m,
H-3), 4.35 (1H, dd, o3, 242 = 4.7, J23, 2460 = 2.5, H-23), 3.90 (1H, ddd, Jgem = 10.2, Jagec.25 =
3.2, Josec 2400 = 1.6, H-26¢c), 3.38 (1H,dd, Jgem = Josax25 = 10.0, H-264), 2.41 (1H, dc, Joo21 =
11.2, Jo017 = 7.2, H-20), 2.32 (1H, m, H-4), 2.30 (1H, m, H-15,), 2.03 (3H, s, CH3CO,-3),
1.97 (3H, s, CH3CO,-16), 1.13 (3H, d, Jo1.20= 7.0, CH3-21), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.88 (3H,
d, Jo7.25 = 6.5, CH3-27), 0.87 (3H, s, CH3-18).
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RMN C (100 MHz, 8): 36.9 (C-1), 27.7 (C-2), 73.8 (C-3), 38.0 (C-4), 139.7 (C-5), 122.3
(C-6), 31.6 (C-7), 31.4 (C-8), 49.9 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.5 (C-12), 42.0 (C-
13), 54.4 (C-14), 34.7 (C-15), 75.0 (C-16), 56.1 (C-17), 12.6 (C-18), 19.3 (C-19), 36.0 (C-
20), 19.6 (C-21), 157.8 (C-22), 93.4 (C-23), 28.7 (C-24), 27.3 (C-25), 71.7 (C-26), 17.1 (C-
27), 170.3 (CH3C0,-3), 170.6 (CH3C0,-16), 21.5 (CH3CO,-3), 21.4 (CH3CO,-16).

IR (cm™): 2939 (CH, alifatico), 1729 (C=0, acetato), 1671 (C=C).

EMAR: [M+H]™ Calculado para Cs;H4s0s 498.3345; observado 499.3420.

Formacion del 3,16-diacetato de (25R)-26-bromo-22-oxocolest-5-eno-3p,
16p-diilo (62)

HBr/AcOH 30%

-

AcO

Se disolvieron 1 gr (2.5 mmol) del compuesto 61 en 50 mL de CH,Cl,, se agregaron
10 mL de HBr/AcOH, al 30%. La reaccion se mantuvo en agitacion durante 3 h. La fase
organica se extrajo CH,Cl,, se lavo con solucion saturada de NaHCO3 (2 x 50 mL),
salmuera (2 x 50 mL) y agua destilada (2 x 50 mL). La solucion orgénica se seco sobre
Na,SO, anhidro, se filtrd, se evapor6 a presion reducida. EI compuesto 62 se obtuvo como
un sélido blanco (rendimiento 45%). p.f.: 190-192 °C

RMN 'H (400 MHz, 8): 5.36 (1H, d, Js.7ec = 5.11, H-6), 4.98 (1H, m, H-16), 4.59 (1H, m,
H-3), 3.38 (1H, dd, Jagazs = 4.85, Jgem = 9.7, H-263), 3.31 (1H, dd, Jzsa.25 = 5.87, Jgem = 9.96,
H-261), 2.95 (1H, dc, 021 = 14.3, Jag17 = 7.0, H-20), 2.62 (1H, m, H-23,), 2.41 (1H, m, H-
15,), 2.03 (3H, s, CH3CO,-3), 1.96 (3H, s, CH3CO,-16), 1.14 (3H, d, Jp1.20 = 7.2, CH3-21),
1.02 (3H, s, CH3-18), 1.01 (3H, d, Jo7 5 = 6.6, CH3-27), 0.86 (3H, 5, CH3-19).

RMN *3C (100 MHz, §): 36.8 (C-1), 27.7 (C-2), 73.8 (C-3), 38.0 (C-4), 139.6 (C-5), 122.3
(C-6), 31.6 (C-7), 31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.6 (C-12), 41.8 (C-
13), 53.9 (C-14), 34.8 (C-15), 75.7 (C-16), 55.0 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 43.5(C-
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20), 16.7 (C-21), 212.5 (C-22), 38.2 (C-23), 28.4 (C-24), 34.5 (C-25), 40.8 (C-26), 18.5 (C-
27), 169.8 (CH3CO,-3), 170.5 (CH3CO,-16), 21.2 (CH3CO,-3), 21.4 (CH3CO,-16).

IR (cm™): 2935 (CH, alifatico), 1729 (C=0, cetona), 1709 (C=0, acetato), 1597 (C=C),
1237 (C-Br).

Metodo general para la formacion de (20S)-3g-acetoxi-5-eno-pregnan-

20,16p-carbolactona utilizando como medio béasico Cs,CO; (11).

(0]

ww
o

R

OAc  (5,C0O,/Bencilamina

DMF -

AcO
8 R=1 11

62 R=Br
9 R=0Ts
38 R=0Ac
2 R=O0OH
1I0R=H

AcO

Se disolvieron 100 mg (0.1597 mmol) de 2, 8, 9, 10, 38 0 62 en 3 ml de DMF
anhidro, se agregaron 116 mg (0.32 mmol) de base inorgéanica, posteriormente se agregaron
34 uL (0.32 mmol) de bencilamina. La mezcla de reaccion se coloco a reflujo con agitacién
constante alcanzando una temperatura de 140° C durante 2 horas. La fase organica se
extrajo con AcOEt, se lavd con agua destilada (2x50 mL) y HCI 5% (2x 50mL) se seco
sobre Na,SO, anhidro, se filtrd, se evaporé a presion reducida y se purifico por
cromatografia en columna utilizando un sistema hexano/AcOEt 9:1, obteniendo un sélido
color blanco. p.f.: 35-38°C, [a]p: -24.1° (c = 1.0, CHCl5).

RMN *H (400 MHz, CDCls) 6 5.3 (1H, d, Js.7 =5.2 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-16), 4.5 (1H,
m, H-3), 2.5 (1H, dc, Jo0.21 = 7.6 Hz H-20), 2.29 (1H, m, H-15a), 2.0 (2H, m, H-4), 2.0 (3H,
s, CH3COO0-3), 1.2 (3H, d, Jo1.20 = 8 Hz, CH3-21), 1.0 (3H, s, CH5-19), 0.86 (3H, s, CHs-
18).

RMN *3C (100 MHz, CDCls) & 36.6 (C-1), 27.6 (C-2), 73.67 (C-3), 38.1 (C-4), 139.7 (C-
5), 121.8 (C-6), 31.8 (C-7), 31.1 (C-8), 49.9 (C-9), 36.9 (C-10), 21.3 (C-11), 37.9 (C-12),
41.39 (C-13), 54.68 (C-14), 33.0 (C-15), 82.66 (C-16), 58.87 (C-17), 13.65 (C-18), 19.27
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(C-19), 35.99 (C-20), 17.95 (C-21), 181.27 (C-22), 170.512 (CH3COO-3), 20.24
(CH3COO0-3).

IR (cm™): 2937 (C-H alifatico), 1739 (C=0, lactona de 5 miembros), 1709 (C=0, acetato),
1451 (C=C), 1183 (O-C).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la literatura existen reportes de sintesis de lactonas bisnorcolanicas al tratar
diferentes espirostanos en condiciones de reaccidn acidas u oxidantes. En este trabajo de
tesis se describe una nueva via de formacion de LBCs partiendo del 3,16-diacetato de
(25R)-22-0x0-26-yodocolest-5-eno-3f,16B-diilo (30), mediante una fisién sorprendente, del
enlace C-22/C-23. Este hallazgo condujo a preparar una serie de compuestos 22-
oxocolestanicos, para determinar la influencia de sustituyentes en el carbono C-26. Para
lograr lo anterior, como primer paso se realiz6 la apertura regioselectiva de los anillos E 'y F
de la diosgenina bajo la accion de Et,O-BFs, en presencia de anhidrido acético, a -3 °C (ver
esquema 4, del capitulo 1). Bajo las condiciones mencionadas se obtuvo el compuesto 3,16-
diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-34,164-diilo (2), el cual se caracterizo
debidamente mediante sus espectros de RMN de *H y *C (Figuras 9 y 10).

Un segundo derivado sintetizado fue el tosilato 8, cuya preparacion fue rapidamente
efectuada a partir del alcohol 2 y el cloruro de tosilo empleando piridina como disolvente y
DMAP como catalizador de esterificacion. La piridina sustituida en la posicion 4 con un
grupo dimetil amino (DMAP) es un mejor catalizador que la piridina debido al efecto

electrodonador del sustituyente dimetilamino (ver esquema 15).

(*‘@
g
)

OAc _—

Esquema 15. Mecanismo de formacion del derivado tosilato 8.
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Figura 31. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) del tosilato 8

Para la caracterizacion del compuesto 8 se analiz6 el espectro de RMN-'H (ver
figura 45) apreciando hacia frecuencias altas un sistema A;X; en 7.8 ppm (protones orto) y
7.3 ppm (protones meta) del grupo tosilo observando en la molécula esta diferencia al
compararlo con el compuesto 2 en el cual no estaban presentes dichas sefales.
Posteriormente se muestra la sefial del proton vinilico de H-6 como una sefial doble en 5.4
ppm, con una Je.7 = 4.8 Hz, también se observa una sefial multiple para el H-16 en 4.9 ppm,
el proton H-3 se muestra hacia 4.6 ppm como una sefial multiple, los protones de la
posicion 26 se muestran como un sistema ABX, H-26a se ubica en 3.83 ppm Juea 25 = 6 Hz
y H-26b se ubica en 3.81 ppm con Jsa25 = 5.6 Hz, estas sefiales tienen un pequefio cambio
en el desplazamiento a frecuencias altas en comparacion con el compuesto 3 debido a la
presencia del grupo tosilo, mientras que a frecuencias bajas se observan las siguientes
sefales: el proton H-20 a 2.9 ppm como una sefial dc y una sefial simple para el metilo que
pertenece al grupo tosilo en 2.4 ppm. Los metilos que pertenecen a los grupos acetatos de
C-3 y C-16 se observan como sefiales simples a 2.0 y 1.9 ppm, el metilo de 21 se muestra
como una sefial doble a 1.0 ppm con una Jz;-20 = 7.2 Hz, para el metilo de C-27 se observa
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una sefial doble en 0.9 ppm con una Jy7.5 = 6.8 Hz. Finalmente, los metilos de 19 y 18 se

aprecian como sefiales simples en 1.0 y 0.9 ppm.

orto

Carbonilo de 5
acetatos
ipso

22 para

26 19 21 18
16 | 3 | l ‘ ‘ 1|27
muia ’
80 75 70 65 80 35 50 45 40 35 30 5 20 15 10

fl ;‘z;m

Figura 32. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCI5) del tosilato 8.

En el espectro de RMN de **C de 8 (ver figura 31) se aprecia la sefial caracteristica
de C-22, una sefial de carbonilo de cetona en 212.8 ppm. La sefial de los carbonilos de los
grupos acetato se aprecian a 170.7 y 169.9 ppm correspondientes a dichos ésteres en las
posiciones C-3 y C-16, las sefiales correspondientes a los carbonos vinilicos se observan en
139.8 y 122.5 ppm. El anillo aromatico presenta las siguientes sefiales: el carbono ipso
aparece en 144.9 ppm, el carbono para en 132.0 ppm y finalmente carbonos meta y orto se
aprecian en 130.1 y 128.0 ppm, respectivamente. Los carbonos C-16, C-26 y C-3 se
muestran en 77.0, 74.5 y 73.9 ppm; mientras que a frecuencias mas bajas se observan las
sefiales que corresponden a los carbonos de los metilos de los acetatos de C-3y C-16 a 21.9
y 21.6 ppm. En 19.7 se encuentra C-19, mientras que las sefiales de C-18, C-21 y C-27 se
observan en 13.15, 16.8 y 17.2 ppm, respectivamente.
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Resultados y Discusion

Un tercer compuesto sintetizado fue el derivado yodado 9 mediante una reaccion de

Finkelstein® para ello el compuesto 8 se hizo reaccionar con Nal en acetona a reflujo

durante 7 horas, de esta forma se lleva a cabo la sustitucion del grupo tosilo por el halégeno

via una Sn2, obteniendo de esa forma el derivado yodado 9 (Esquema 16).

8

Esquema 16: Formacién del compuesto 9.
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Figura 33. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) del compuesto 9.
Para el compuesto 9 se pueden apreciar las siguientes sefiales en el espectro de

RMN de H (ver figura 33) hacia frecuencias altas en 5.34 ppm se muestra la sefial del

proton vinilico H-6 como una sefial doble y con una J¢.7 =5.2 Hz, también se observa el H-
16 en 4.9 ppm como un multiplete y en 4.6 ppm se observa otra sefial multiple

¥ Kiirti, L.; Czakd, B. Strategic Applications of Named Reactions in Organic Synthesis. Elsevier Academic

Press: San Diego. 2005, pp.170.
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perteneciente al H-3. Los protones de la posicion 26 se observan como una sefial dd a 3.2
ppm para H-26a y 3.1 ppm para H-26b. Mientras que a frecuencias bajas en 2.93 ppm se
aprecia a H-20 como una sefial dc; los metilos de los grupos acetatos estan en 2.0 y 1.9 ppm
como sefiales simples y corresponden a los ésteres de las posiciones C-3 y C-16. EIl metilo
de 21 se encuentra en 1.1 ppm como sefial doble con una Jz1-2 0=7.2 Hz; el metilo de 27 se
observa a 0.96 ppm como una sefial doble con una J,7.,5=6 Hz, y se observan dos sefales
simples para los metilos de 19 y 18 en 1.0 y 0.8 ppm.

27

C=0 5
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Figura 34. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCI3) del compuesto yodado 9

En el espectro de RMN de *C (ver figura 34) para el compuesto 9 ya no se
observan las sefiales correspondientes al anillo aroméatico del tosilato y se aprecia a
frecuencias altas la sefial de C-22 que pertenece al carbonilo de cetona a 212.6 ppm
posteriormente las sefiales de C-3 y C-16 de los carbonilos de los grupos acetatos se
encuentran en 170.8 y 170.0 ppm. Los carbonos que forman el doble enlace en C-5y C-6 se
observan a 139.8 y 122.5 ppm las sefiales de C-3 y C-16 se aprecian en 759y 74.1 ppm. A
frecuencias bajas son apreciables sefiales como las de C-26 en 17.2 ppm al igual que los
carbonos de los metilos que corresponden a los grupos acetatos de las posiciones C-3 y C-
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16 en 21.7 y 21.5 ppm. También se observan los carbonos de los grupos metilos de C-27 en
20.5 ppm, de C-21 en 17.0 ppm, de C-19 en 19.5 y de C-18 en 13.5 ppm.

La formacion del compuesto 11 a partir del derivado 22-yodocolestano 9 implica la
ruptura inusual del enlace C-22/C-23, lo cual se logra a alta temperatura en medio basico
obteniendo a 11.

e

OAc Cs,COj/Bencilamina
DMF -

AcO AcO

9 11

Esquema 16. Sintesis de la lactona bisnorcolanica 11.

En el transcurso de la reaccion se observé la formacion de un compuesto con menor
polaridad comparado con el compuesto 11 al analizar sus espectros de *H y **C se concluy6
de que se trata de un compuesto que contiene una doble instauracion en las posiciones C-
25/C-26. El grupo metilénico se form6 como producto de eliminacién del proton de la

posicion C-25 (Esquema 17).

Esquema 17. Mecanismo para la formacion del compuesto 64
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Figura 35. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) del compuesto 64

Para el compuesto 64 se pueden apreciar las siguientes sefiales en el espectro de
RMN-'H (Figura 35) en frecuencias altas en 5.34 ppm se muestra la sefial del protén
vinilico H-6 como una sefial doble y con una J .7 =5.2 Hz, también se observa el H-16 en
4.9 ppm como una sefial multiple, en 4.6 ppm se observa otra sefial multiple perteneciente
al H-3. Para los protones de la posicion 26 se observan un cambio en su desplazamiento
debido a la formacion del doble enlace observando a frecuencias altas dos sefiales simples
para los hidrégenos geminales en 4.7 ppm y 4.6 ppm. Mientras que a frecuencias bajas en
2.93 ppm se aprecia a H-20 como una sefial dc; los metilos de los grupos acetatos estan en
2.0 y 1.9 ppm como sefales simples y corresponden a los ésteres de las posiciones C-3 'y C-
16. EIl metilo de 21 se encuentra en 1.1 ppm como sefial doble con una J,;-20=7.2 Hz; el
metilo de 27 se observa a 1.72 ppm como una sefial simple, al igual que las dos sefiales

simples para los metilos de 19y 18 en 1.0 y 0.8 ppm.
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Figura 36. Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) del compuesto 64

En el espectro de RMN de **C (Figura 36) para el compuesto 64 se observa la sefial
de C-22 que pertenece al carbonilo de cetona a 212.6 ppm posteriormente las sefiales de C-
3y C-16 de los carbonilos de los grupos acetatos que se encuentran en 170.8 y 170.0 ppm.
Los carbonos que forman el doble enlace en C-5 y C-6 se observan a 139.8 y 122.5 ppm las
y como sefiales correspondientes al nuevo doble enlace formado en C-25 y C-26 se
observan en 139.5 ppm y en 109.9 ppm. Las sefiales de C-3 y C-16 se aprecian en 75.9 y
74.1 ppm. A frecuencias bajas son apreciables para los carbonos de los metilos que
corresponden a los grupos acetatos de las posiciones C-3 y C-16 en 21.7 y 21.5 ppm.
También se observan los carbonos de los grupos metilos de C-21 en 17.0 ppm, de C-19 en
19.5 ppm y de C-18 en 13.5 ppm.
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Figura 37. Experimentos COSY del compuesto 64

El experimento COSY (Figura 37) del compuesto 64 permitié correlacionar las
sefiales de H-26 con H-27 los cuales se observan como una sefial simple tentativamente, sin
embargo, es importante mencionar que estos protones tienes una constante de acoplamiento
geminal, el valor de esta constante es muy pequefio por lo que estas sefiales se aprecian un
poco anchas. En el experimento COSY se puede apreciar una interaccién mas fuerte para el
proton que se encuentra en 4.7 ppm, lo que permite asignar esta sefial como proton a, el
cual estd mas cercano al grupo metilo 27, por su parte la sefial para el protén que se observa

en 4.6 ppm la interaccion es mas débil, esta interaccion se ha asignado para el proton b.
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El derivado 26-yodado (9) es caracteristico por tener en la posicion C-26 un buen
grupo saliente; para comparar como influye el tamafio del halégeno en la formacién de 11,
se realizd la sintesis de otro derivado halogenado en la misma posicion. Para la sintesis se
form6 como primer paso el derivado dihidropiranico 65 mediante una reaccion de acetolisis
en el cual se realiza la apertura del anillo E de la diosgenina y la acetilacion del grupo
hidroxilo de la posicion C-16, posteriormente se realiza un work-up alcalino con
trietilamina (Esquema 18) en esta etapa se realiza una S-eliminacién de un protén del C-23

del intermediario i dando lugar a la formacion del compuesto 65.

2 0
\
OAc
HO
2 i 65
Esquema 18. Mecanismo de reaccion para la formacion del compuesto 65.
Me
(Acetatos)
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6 23 26ax
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI5) del compuesto 65.

En el espectro de RMN de *H del compuesto 65 (ver figura 38) se observa el protén
vinilico de H-6 en 5.35 ppm como una sefial doble con Jg, 7ec = 4.3 Hz. La sefial de H-23
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(4.34 ppm) aparece desplazada hacia frecuencias bajas esto se debe a la influencia de la
densidad electrdnica del oxigeno del anillo dihidropiranico, que se encuentra en resonancia
con el doble enlace C-23. La sefial del proton H-23 se aprecia como una sefial dd con Ju3
2aax = 4.7 Hz y J23 24¢c = 2.5 Hz, constantes que estan de acuerdo a la curva de Karplus dado
que forman angulos diedros con el plano de H-24 de 42 y 53 grados, respectivamente. La
presencia del anillo pirdnico se demuestra por la presencia de dos protones diastereotopicos
de H-26 en 3.9 ppm que se observa como sefial dd con Jgem = Jz6ax, 25ax = 10.2 Hz y el H-26e
en 3.38 ppm que presenta una sefial ddd con Jgem = 10.2 Hz, Jogec, 25ax = 3.2 HZ Y Jogec, 240 =
1.6 Hz.
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Figura 39. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDClIs) del compuesto 65.

En el espectro de **C del compuesto 65 (Figura 39) la sefial del carbono vinilico C-
22 aparece en 157.8 ppm, mas desprotegido que otros carbonos vinilicos por estar
directamente ligado al &tomo de oxigeno piranico. Por el contrario, la sefial del carbono
vinilico C-23 esta protegido, ubicado en 93.4 ppm por la influencia de la densidad
electrénica del sistema éter vinilico. Ademas, en *3C en la regién tipica de los carbonos
base de oxigeno, aparece el carbono 26 (71.7 ppm) que precede a C-3 (73.8 ppm) y C-16
(75.0 ppm) lo que confirma que C-26 esta ligado a un atomo de oxigeno. EI CH3-27 se
ubica en posicion ecuatorial y en posicion axial se encuentra H-25. La sefial del proton H-

20 se observa como una sefial doble de cuédruple en 2.41 con Jyo, 21 =11.2 Hz y Jy 17=7.2

82



CAPITULO II Resultados y Discusion

Hz. La sefial H-20 de 65 se observa a frecuencias mas bajas en comparacién de su
correspondiente en el compuesto yodado 9 (6 2.93) debido a que H-20 esté influenciado por

el cono de proteccidn de del doble enlace en C-22.

Una vez obtenido el compuesto dihidropiranico este se transformo al derivado 26-
bromado (66) por la accion de un &cido prético para generar el ion oxonio i de esta forma se
realiza un ataque nucleofilico sobre la posicién C-26 (Esquema 19). El producto que se
obtuvo en mayor rendimiento fue el derivado 26-bromo-22-oxocolestanico (66) sin
embargo también se observd en el transcurso de la reaccion la formacion del compuesto 26-
hidroxi-22-oxocolestanico (2) ya que el ataque nucleofilico al intermediario i lo realiza una
molécula de agua en este caso no es posible saber si reaccion6 en C-26 o C-22 puesto que
el producto de ataque en ambas posiciones es el compuesto 2.

o o ™
gL L

HBr/AcOH 30%
OAc —; OAc — >

Esquema 19. Transformacion del compuesto dihidropiranico al derivado 26-bromado.
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Figura 40. Comparacién de los espectros de RMN de *H de los compuestos 9 y 66.

El compuesto 66 es un derivado halogenado para su andlisis por RMN se ha
realizado una comparacién con el derivado 26-1 (9) (ver figura 40) ya presentan la misma
estructura sin embargo el halégeno en la posicion C-26 es diferente como se puede observar
en el espectro de 'H las sefiales en los nicleos del esqueleto del esteroide no presentan
variaciones significativas, pero se observan cambios significativos en los desplazamientos
de los protones de las posiciones, H-26 para el compuesto 9 se observan como una sefial dd
a 3.2 ppm para H-26a y 3.1 ppm para H-26b, para el compuesto 66 debido a que el bromo
es un elemento mas electronegativo que el yodo las sefiales para H-26 se observan a
frecuencias mas altas los H-26 se observan como una sefial dd a 3.3 ppm para H-26a y 3.4

ppm para H-26b.
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Figura 41. Comparacion de los espectros de RMN de **C de los compuestos 9y 66.

En el caso del espectro de C la sefial de carbono del metilo CH3-27 en el
compuesto yodado aparece en 20.3 y en el compuesto bromado en 18.5 ppm (ver figura
41). Las sefiales dobles del metilo CH3-27 en el espectro *H se aprecian en 0.95 (compuesto
9) y 1.01 (compuesto 66). Una diferencia notable se presenta el desplazamiento del C-26 ya
que el bromo es ligeramente mas electronegativo que el iodo generando un efecto
desprotector en el C-26 observando la diferencia en el desplazamientos de C-26 en el
compuesto yodado 9 (16.9 ppm) y el correspondiente del compuesto bromado 66 (40.83

ppm).
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Una vez obtenido el derivado C-26 Bromado (66) se hizo reaccionar en condiciones
bésicas para obtener la carbolactona (11), usando Cs,CO3 en DMF anhidro en esta reaccion
se observo la formacién de la lactona bisnorcolanica en un rendimiento del 34%, el cual es
relativamente menor que al usar como al derivado 26-1 con el cual se obtuvo un

rendimiento del 38%.

Los derivados halogenado 9 y 66, que contienen en su estructura un buen grupo
saliente, se llevd a cabo la formacion del compuesto 11. Se realizaron las siguientes
pruebas utilizando diferentes sustituyentes en la posicion C-26 de la cadena lateral para
observar que influencia tiene el sustituyente en C-26 (Tabla 3). Bajo las mismas

condiciones de reaccion usando Cs,CO3 se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 2. Rendimientos para la formacion de 11 utilizando diferentes sustituyentes en
C-26

Compuesto Cantidad Cs,COs3 2eq. Bencilamina Rendimiento
29 100 mg 97 mg 31 L 27%
(0.1492 mmol  (0.2985 mmol)
25 100 mg 116 mg 38 uL 25%
(0.2788 mmol)  (0.3579 mmol)
3 100 mg 126 mg 39 uL 21%

(0.1937 mmol)  (0.3392 mmol)

Los compuestos que se utilizaron no contienen en su estructura un buen grupo
saliente pero esto no fue un factor de impedimento para que se obtuviera 11, sin embargo,
se obtuvo en menores rendimientos. Se realizé la formacion del derivado 22-oxocolestanico
10 el cual se caracteriza por presentar en su estructura solamente la cadena lateral
hidrocarbonada. Con el fin de saber si se lleva a cabo la ruptura C-22/C-23 sin la influencia
de un grupo en la posicion C-26. Este compuesto se obtuvo a partir del derivado yodado 9

realizando una reduccion la cual es promovida por Zn en &cido acético durante 2 horas.
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Figura 42. Espectros de RMN de *H (400 MHz, CDCI5) del compuesto 10.

Para el compuesto 10 se observan en el espectro de *H (ver figura 42) las siguientes
sefiales a frecuencias altas se observa una sefial doble correspondiente al proton vinilico H-
6 con J .7 = 5.2 Hz posteriormente se observan las sefiales maltiples correspondientes para
H-6 y H-3 en 4.97 y 4.58 ppm. En 2.95 ppm se encuentra la sefial de H-20 como una sefial
dc con una Jy21 = 7.6 Hz y Jy0.17 = 3.2 Hz, se observa la sefial de H-232 como una sefial
maultiple en 2.5 ppm. En frecuencias bajas se observan las sefiales correspondientes de los
metilos de los acetatos en C-3 y C-16 en 2.0 ppm y 1.9 ppm, para los hidrégenos de los
metilos H-26 y H-27 se observan dos sefiales dobles en 0.89 y 0.88 ppm con una constante
de acoplamiento para ambos de 6.4 Hz debido a su acoplamiento con H-25, finalmente se

observan dos sefiales simples en 1.02 y 0.87 ppm correspondientes a los metilos de 18 y 19.
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Figura 43. Espectros de RMN de **C (100 MHz, CDCls) del compuesto 10.

Mientras que en RMN *C (ver figura 43) se observan en frecuencias altas las
sefiales para el carbonilo de C-22 en 213.1 ppm Yy los carbonilos de los acetatos en 170.3 y
169.6 ppm, las sefiales correspondientes para los carbonos vinilicos C-5 y C-6 se aprecian
en 139.4 y 122.1 ppm y las correspondientes a los carbonos metilicos de los acetatos se
observan en 75.7 y 73.8 ppm. La sefiales para los metilos de 18 y 19 se observan en 13.3 y

19.4 ppmyy las de 21,26 y 27 en 16.9, 22.6 y 22.4 ppm respectivamente.

Una vez obtenido el compuesto 10 se someti6 a las condiciones basicas para obtener
la carbolactona 11, también se observé que al utilizar solamente la cadena hidrocarbonada
la formacion de 11 obteniéndose en un menor rendimiento 18%.

Finalmente se realizaron pruebas mediante sintesis asistida por microondas
focalizadas, utilizando los compuestos 2, 9, 38 y 66, realizando variaciones en temperatura

y utilizando diferente disolvente.
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2 R=O0OH
38 R=0Ac
66 R = Br
9 R=1

Resultados y Discusion

W

11

Esquema 20. Formacion del compuesto 11 a partir de estructuras 22-oxocolestanicas
con diferente sustituyente en C-26.

Estas pruebas se llevaron a cabo a 190° C durante 5 min. Se observo que al utilizar

los compuestos halogenados 9 y 66 se favorecid la formacion del compuesto metilenico 64

en un 90% de rendimiento, mientras que al utilizar los compuestos 2 y 38, se favorecio la

formacion de 31 en un 90% y 70% como se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de reaccion para la formacion del compuesto 11 usando los

compuestos 2 9, 38, y 66.

Compuestos  Cantidad Cs,CO3 Temperatura  Tiempo Rendimiento
2¢eq
2 30 mg 38 mg 190 °C 5 min. Carbolactona
(0.0581 mmol) 0.1162 mmol 70%
38 30 mg 35mg 190 °C 5min.  Carbolactona
(0.0537 mmol) (0.1075 90%
mmol)
66 30 mg 34 mg 190 °C 5min.  Compuesto 64
(0.05181 mmol)  0.1036 mmol 90%
Carbolactona
<10%
9 30 mg 31 mg 190 °C 5min.  Compuesto 64
(0.0479 mmol) 0.0958 mmol 90%

Lactona <10%

Se realizaron pruebas utilizando diferentes disolventes para la formacion de 11,

observando que la reaccion es favorecida utilizando DMF como se observa en la tabla 4.

Tabla 4. Uso de diferentes disolventes para la formacion del compuesto 11.
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Compuesto Disolvente Temperatura  Rendimiento
DMF 190 °C 90%
38 H,0 170 °C Sin formacion
CH3CN 190 °C Sin formacion
AcOEt 170 °C Sin formacion

Se usaron diferentes carbonatos para la formacion de 11 utilizando DMF como
disolvente a una temperatura de 190°C usando como materia prima a 38, se observé que la

reaccion es favorecida con Cs,COs.

Tabla 5. Uso de diferentes carbonatos para obtener el compuesto 11.

Compuesto Carbonato Formacion
2¢eq
38 Li,COs3 (8 mg) Sin formacion
Na,CO3 (11 mg) Sin formacion
K,CO3 (15 mg) Se observa formacion de 11

Cs,C0O3 (38 mg) Lactona 90%

Con base a estos resultados obtenidos, y al utilizar diferentes grupos en la posicion
C-26 se ha propuesto el siguiente mecanismo de reaccion (Esquema 21) iniciando con la
formacion de un enolato i debido a la proximidad con el grupo acetato de la posicion C-16
se realiza un ataque formando el intermediario ii, se realiza un rearreglo y posteriomente se
rompe el enlace C-22/C-23 obteniendo como producto final una lactona de 5 miembros.
Del ataque anterior se elimina 2-metildihidropirano, sin embargo este no ha sido detectado

en la reaccion.
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Esquema 21. Mecanismo de reaccion propuesto para la formacion de 11
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Figura 44. Espectro de RMN de *H del compuesto 11.

Para el compuesto 11 se puede observar en el espectro de H (Figura 44) la
disminucion de sefiales debido a la pérdida de la cadena lateral, Entre las sefales
caracteristicas se aprecia en 5.34 ppm una sefial d que pertenece a H-6 J g.7¢c = 5.2 Hz
caracteristica de compuestos con un A°, también se aprecian H-3 y H-16 como sefiales
maltiples en 4.9 ppm y 4.55 ppm, respectivamente. A campo alto se observa la sefial de H-

20 como un dc en 2.55 ppm la cual se acopla con los protones del metilo de 21 y el protdn
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de 17. Posteriormente para H-15a se observa en 2.29 ppm una sefial multiple. En 2.00 ppm
se aprecia una sefal s para los protones del metilo del acetato de C-3 y en 1.28 ppm se
observa una sefial d perteneciente a los protones de H-21 con Jy-21 = 8.0 Hz. Finalmente se
aprecian entre 0.99 y 0.73 ppm como sefiales simples que integran para 3 protones los
metilos de 18 y 19.
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Figura 45. Espectro de RMN de *C del compuesto 11

11

18

En el espectro de *3C (Figura 45) se pueden apreciar la disminucién de sefiales en
los carbonos ya que de 31 sefiales que se observan en el compuesto 30, para el compuesto
11 solo se observan 24 sefiales. A 181.2 ppm se observa la sefial del carbonilo de lactona
del C-22, mientras que a 170.38 ppm se aprecia el carbonilo correspondiente al acetato de
C-3, también se destacan la sefiales de 139.7 y 121.8 ppm del doble enlace que se encuentra
en C-5y C-6 y en 85.57 ppm se encuentra la sefial de C-16 el cual se encuentra unido al
oxigeno del nuevo éster ciclico. En 73.6 ppm se encuentra e C-3 y a frecuencias bajas se
observan las sefiales correspondientes a los carbonos de los metilos 19, 21 y 18 en 19.2,
17.9 y 13.2 ppm, respectivamente.
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Figura 46 Experimento HMBC del compuesto 11.

El experimento heteronuclear de dos dimensiones HMBC (Figura 46) permite
correlacionar las sefiales proton-carbono a dos y tres enlaces para asignar de manera
indirecta la posicion de los metilos 18 y 19: el metilo de 18 correlaciona con los carbonos
de 14 y 17 y de la misma manera se observa la correlacion del metilo 19 con el carbono
vinilico que se encuentra en la posicion 5. Tambien es apreciable la correlacion de los
protones del grupo metilo de 21 con el cqgrbono 17 y a su vez con el carbonilo de la lactona
en la posicion 22. Los protones del metilo del acetato de la posicion 3 correlacionan con su
respectivo carbonilo. Para el proton asignado a 20 se observan correlaciones con el carbono
del metilo 21, de 17 y de 16.

93



CAPITULO II Resultados y Discusion

is
18 21
19
o 10
22
1 AcO 16 © = -
3 5 2 15
j 6 19
e ——— | CH3-OAc-3 ) 20 =
" =3
S
+25 =
S —
_ {30
EE—— 3
————aet is 138
_,—q}
3
40
- —3
28 26 24 22 20 1.8 1.6 14 1.2 1.0 08

12 (ppm)

Figura 47. Expansién del espectro de correlacion HSQC del compuesto 11

El experimento heteronuclear de dos dimensiones HSQC (Figura 47) nos permite
asignar las sefiales de los protones de los grupos CH3 con su correspondiente carbono, asi
fueron asignados 21, 19, 18 y el grupo metilo del OAc de la posicion 3. Tambien se asigno
el metileno de la posicion 15 y se observo la correlacion proton-carbono para los metinos
de 16, 6 y 3. Este tipo de experimento permite saber cuales son los carbonos cuaternarios de
la molécula debido a que no presentan correlacion con protén alguno, entre ellos destacan:
el carbono del grupo carbonilo de la lactona, del carbonilo del acetato en la posicion 3, el

carbono cuaternario que se encuentra en la posicion 5.

En el transcurso de la reaccion se observo la formacion de un compuesto mas polar
que 11 al caracterizarlo se observo que se trata de vespertilina (41) el cual se formé por la
desproteccion del grupo acetato de la posicion C-3; debido a que la reaccion se realizé en
medio basico. Otro de los productos formado dentro de la reaccion fue el epimero en C-20
de 11, confirmando su estructura mediante RMN de H y 3C, este producto se puede

formar por formacién de un nuevo enolato, en el cual se forma una doble ligadura entre C-

94



CAPITULO II Resultados y Discusion

20 y C-22 (Esquema 22) la protonacion puede ser efectuada por ambas caras del doble

enlace, lo cual conduce al par epimérico en C-20.

%0 o o)
ngrtg — —
AcO AcO AcO
11

67

Esquema 22. Epimerizacion del acetato de vespertilina.

En la tabla 5 se indican los desplazamientos quimicos para las sefiales mas
representativas de las lactonas bisnorcolanicas que se obtuvieron en este trabajo
comparando las 6 del compuesto 41 y su epimero 67; se aprecia un cambio en la sefial del
proton H-20 y los protones del Me-18, mientras que en los desplazamientos para las sefiales
de carbono los cambios mas importantes se visualizan en el C-18 y C-21. Mientras que la
lactona 11 se distingue por no presentar el desplazamiento correspondiente para el metilo
del acetato en C-3, en comparacién con las lactonas 41 y 67 y al mismo tiempo,
constatando un cambio en el desplazamiento para el H-3 hacia frecuencias mas bajas (de
4.92 a 3.52 ppm).

Tabla 6. Valores selectos de & para los compuestos epiméricos (20R)-3p-acetoxipregn-
5-eno0-20,16p-carbolactona (67), (20S)-3p-acetoxipregn-5-eno-20,16p-carbolactona (41)
y (20S)-3p-hidroxipregn-5-eno-20,16p-carbolactona (11).

Sefial 'H 20S-(17) 20R-(67) 20S-(11) Sefial *C 20S-(17) 20R-(67) 20S-(11)

6 ppm d ppm 6 ppm 6 ppm 6 ppm 6 ppm
H-3 4.92 4.78 3.52 C-14 54.3 41.8 50.0
H-6 5.34 5.37 5.34 C-15 33.0 326 33.1
H-16 4.55 4.60 4.97 C-16 85.5 82.3 82.7
H-15 2.29 2.33 2.23 C-17 58.5 55.5 58.9
H-20 2.55 2.88 2.61 C-18 13.2 10.2 13.7
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Resultados y Discusion

Me-OAc-3  2.00 2.00 --- C-19 19.1 19.4 194
Me-18 0.73 0.88 0.77 C-20 35.8 36.9 36.0
Me-19 0.99 1.00 1.01 C-21 17.8 13.6 18.0
Me-21 1.28 1.30 1.32 C-22 181.9 179.5 181.5
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CONCLUSIONES

Se realizd la sintesis del compuesto (20S)-3B-acetoxipregn-5-eno-20,16p3-

carbolactona (11), a partir de diferentes derivados 22-oxocolestanicos.

Se propone un mecanismo de reaccion para explicar la ruptura inusual del enlace C-
22/C-23 con la consecuente eliminacion de una porcidn de la cadena lateral para la

formacion del compuesto 11.

El uso de sintesis asistida por microondas permitioé obtener mejores rendimientos en
menor tiempo para la formacion de 11 a partir del compuesto 3,16, 26-triacetato de
(25R)-22-0x0colest-5-eno0-3,16p,26-triilo (38) usando como base Cs,CO3 y DMF
como disolvente. Bajo las mismas condiciones los derivados halogenados 9 y 66

proporcionaron el compuesto 64 en un 90% de rendimiento.
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