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Resumen

El presente trabajo se divide en tres capitulos, la primera describe el incremento del rendimiento
del epimero 20 de estructura (20R)-22-oxocolestanica, a partir del compuesto 18, mediante
creacion de emulsiones que contienen nano gotas, promovidas por el uso de agitadores de alto
cizallamiento a temperatura y presion ambiente, reduciendo tiempo, costos y sin la presencia de

auxiliares quirales (Esquema A).

El segundo capitulo presenta la obtencion de una nueva familia de compuestos espirostanicos

bromados en C-3 (23-26, Esquema B), mediante la formacién del i-diosgenina 47.

En el tercer capitulo se presenta la relacion estructura-actividad de los compuestos 19, 20 y 23-
26, como promotores de crecimiento vegetal, con base en estudios in vivo en cebolla y estudios
docking con las proteinas BRI1 (clave 3RGZ) y BRI1-BAK1 (clave 4AM7E) (Figura A).
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Esquema A. Sintesis de los epimeros 22-oxocolestanicos 19 y 20, a partir de diosgenina (8)



Esquema B. Metodologia para la obtencién de compuestos espirostanicos con bromo en posicion C-3p.

Figura A. Diagrama 3D de las interacciones del compuesto 25 en el sitio activo de la proteina BRI1.



Abstract

The thesis es divided into three chapters. In the first, the description of a new methodology to
increase the formation of the 22-oxocholestane 20R epimer 20 is described. For this
transformation, the dihydropyrane 18 was chosen as the starting material. To improve the yield
of 20 the formation of a nanodroplets emulsion was provoked with the aid of a high shear mixer,
at room temperature and atmospheric pressure, reducing time; no chiral auxiliaries were needed

(see Esquema A).

In the second chapter, the production of some new spirostanes containing a bromine atom at
position C-3 (23-26) is described; the synthetic pathway was performed from the i-steroid

compound 47 by an HBr treatment, to produce compound 23 (see Esquema B).

The third chapter describes the structure-activity relationship of epimers 19 and 20 as vegetable
growth promoters, based on in vivo studies on onion cultures and docking studies using BRI1
(code: 3RGZ) and BRI1-BAK1 (code: 4MT7E) (see Figura A).
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Introduccion

Los seres vivos poseen la capacidad de sintetizar un gran nimero de moléculas,
denominados productos naturales, los cuales se clasifican como metabolitos primarios y
secundarios; los primeros se caracterizan por ser esenciales para el funcionamiento vital y
posibilitar el crecimiento, el desarrollo y la reproduccion; mientras que los metabolitos
secundarios cumplen funciones ecoldgicas [1]. La mayoria de los productos naturales o
derivados, han fomentado el desarrollo y fortalecimiento de las industrias quimicas que estan

destinadas a la obtencion de farmacos, plaguicidas, fertilizantes, colorantes, entre otros [2].

Dentro de los productos naturales, destaca la familia de los esteroides que estan presentes
en todos los seres vivos ejerciendo diferentes actividades fisiolégicas muy importantes para
mantener la homeostasis de los seres vivos [3]. Esta familia tiene en comdn de poseer un ndcleo
derivado del ciclopenta[a]fenantreno, el cual esa constituido por cuatro anillos fusionados, tres
de ellos son ciclohexanos y un ciclopentano, denominados A, B, C y D, respectivamente. La
fusion de dichos anillos por lo general son trans, aunque en algunas ocasiones ocurren fusiones
cis. La determinacion del nucleo principal de los esteroides se debe fundamentalmente al trabajo
realizado por Windaus y Diels; la numeracién esta dada por las reglas de la IUPAC (Figura 1).
Dicho nucleo se puede encontrar con grupos metilo sobre los carbonos C-10, C-13 y una cadena
hidrocarbonada sobre el C-17 [5].

Figura 1. Numeracion del ciclopenta[a]fenantreno segiin la IUPAC.
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Una gran diversidad de esteroides han sido aislados de diferentes organismos que
presentan gran interés en la comunidad cientifica y médica, ejemplos de ellos son: esteroles,
sapogeninas, glicosidos cardioactivos, acidos biliares, corticosteroides, vitaminas D, hormonas
sexuales, brasinoesteroides, entre otros [6] (Figura 2).

lseseve! ﬁ@f

Esterol: Colesterol (1) Sapogeninas: Hecogenina (2) GI|c03|dos Cardiactivos: Digoxina (3)

HO HO

;

HO™
' o)

Ac. biliar: ac. desoxicolico (4) Corticosteroides: cortisona (5) Hormona sexual: progesterona (6)

Figura 2. Ejemplos de compuestos que contienen en su estructura el nicleo del ciclopenta[a]fenantreno.

Un grupo muy importante de esteroides son las saponinas que se caracterizan por presentar una
estructura anfipatica, de la cual se puede degradar mediante hidrolisis acida o enzimaética,
obteniéndose asi un componente hidrofébico denominado sapogenina y un componente

hidrofilico constituido por unidades de monosacéridos [7] (Figura 3).

OH

Hidrolisis

+ Trisacarido

Figura 3. Hidrolisis de la dioscina (7) para la obtencion de diosgenina (8).
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Las saponinas se encuentran por lo general en familias de la clase monocotileddnea,
como son las agavaceas, lilaceas y dioscoreéceas; estas Ultimas en los afios 40 tuvieron una gran
importancia en México, debido al descubrimiento por el Dr. Russell Marker de la diosgenina
(8) en el barbasco (Dioscorea composita), misma que se utilizd en la sintesis industrial de la
progesterona [8].

A partir de este descubrimiento, la investigacion en México sobre el estudio de
sapogeninas como materias primas tuvo un gran interés y relevancia para la obtencion de nuevos
compuestos con actividades bioldgicas, algunas aplicaciones de estas transformaciones se han
Ilevado a cabo en la sintesis de compuestos con actividad promotora de crecimiento vegetal. En
el presente trabajo de tesis se transformaron quimicamente los anillos A, B, E y F de la

diosgenina con el objetivo de generar compuestos de interés quimico y bioldgico.
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Capitulo |

Uso de agitadores de alto cizallamiento para la sintesis del epimero C-20R de
estructura 22-oxocolestanica (20) con actividad antiviral y promotora de
crecimiento vegetal.
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Antecedentes

Las plantas tienen la capacidad de sintetizar una gran cantidad de compuestos, los cuales
regulan diferentes procesos fisioldgicos vitales, estas sustancias son denominadas hormonas
vegetales o fitohormonas. Actualmente se conocen cinco tipos de familias de fitohormonas, las
cuales son las auxinas (9), acido abscisico (10), citoquininas (11), giberelinas (12) y otros
compuestos, como lo son el etileno o el acido jasmoénico (13) [9] (Figura 4).

o)
=0 . K
— X
{ OH HO Nf\ \/YOH
11y /
OH NH
9 10 1
o)
COOH
12 13

Figura 4. Estructuras basicas de diferentes fitohormonas.

En 1970 Mitchell y colaboradores aislaron una sustancia a partir de un extracto lipidico
obtenido del polen Brassica napus L. la cual mostraba una increible actividad estimuladora de
crecimiento vegetal y resultaba ser una molécula esteroidea. Este nuevo compuesto fue
denominado brasinolida (14) y junto a otras moléculas aisladas con caracteristicas estructural y
actividad semejantes, conforman la sexta familia de fitohormonas llamada brasinoesteroides
[10] (Figura 5).

Los brasinoesteroides al igual que otras fitohormonas participan en los procesos de
crecimiento, desarrollo y adaptacion de las plantas. Particularmente los brasinoesteroides
estimulan el crecimiento vegetal, aumentan la produccion de su biomasa, aceleran la
maduracion de frutos y atentian los efectos de estrés ambiental bidtico y abiotico, tales como la
resistencia a temperaturas extremas, sequias, salinidad, presencia de xenobidticos y patdgenos,

entre otros [11].
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0]

Norbrasindlida (16) Castasterona (17)

Figura 5. Ejemplos de brasinoesteroides naturales.

Debido a la baja concentracion de brasinoesteroides encontrados en las plantas, en
algunas ocasiones en el orden de nanogramos, hacen que la Unica fuente viable de estos
compuestos de gran interés es mediante la modificacion quimica de materias primas esteroideas,
dicho esto, diversos grupos de investigacion han buscado el disefio y sintesis de moléculas con
actividad igual o mayor a los brasinoesteroides con el objetivo de aumentar la produccién
agricola para resolver un problema actual de crecimiento demografico y de demanda

alimentaria.

En nuestro grupo de investigacion de sintesis y modificacion de productos naturales, ha
desarrollado satisfactoriamente metodologias para efectuar la apertura selectiva de anillos
espirostanicos de sapogeninas esteroidales [12] [13]. Un ejemplo de ello es a partir de la
diosgenina (8), para la obtencion de estructuras 22-oxocolestanicas de gran interés debido a su
diversa actividad bioldgica (Esquema 1). Uno de los resultados mas interesantes es la

conversion de configuracion del C-20S (19) a C-20R (20) y su evaluacion promotora de
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crecimiento vegetal en maiz criollo (Figura 6), tales compuestos fueron reportados en una tesis
de maestria [14]. Asi mismo, el compuesto 20 en una tesis de licenciatura con clave molecular
aBSS18, present6 un efecto protector contra la infeccion del virus del jaspeado del tabaco [15].
El compuesto 20 exhibe de tener una gran actividad con respecto a su epimero 20S y a la
homobrasindlida (15) que es un brasinoesteroide natural muy potente, pero una de las limitantes
es su rendimiento inferior al 5%, por lo que la bldsqueda de nuevas metodologias para
incrementar la obtencidn de dicho compuesto es de gran importancia para emplearse en pruebas

bioldgicas a mayor escala.

=0

ey

. ACzo, Et20'BF3 =
2. EtsN

HO AcO

Esquema 1. Ruta sintética para la obtencidn de 2 estructuras 22-oxocolestanicas con diferente configuracion en

el C-20 a partir de la diosgenina con configuracion C-20S.

Figura 6. Crecimiento de maiz criollo a los 90 dias de exposicion con los compuestos 20, 15y 19 a una

concentracion de 0.01 mg/l y control negativo (mezcla de agua y acetona).
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Hasta el momento, la gran parte de los esteroides con actividad bioldgica poseen
generalmente la llamada configuracion natural C-20R. Estas moléculas de origen natural o
analogos sintéticos presentan diferentes actividades bioldgicas, desde propiedades
antiinflamatorias hasta antitumorales, mientras que los esteroides con la configuracion
epimérica no natural de C-20 (generalmente S) son mucho més raros, pero se distinguen por
presentar mayor actividad [16]. En el Esquema 2, se presenta una metodologia empleada de
Houhua y colaboradores en el afio 2015, que consiste en la reduccion de alcoholes alilicos E y
Z (22 y 23) para la obtencidén de mezclas epiméricas en C-20 (24 y 25) con la ayuda de un
auxiliar quiral de iridio [17]. En la Tabla 2, se observan algunos resultados de la ruta sintética
de Houhua, en donde la reduccion del alcohol alilico Z con el auxiliar quiral A2 produce de
manera enantioselectiva al compuesto 24, mientras que las demas condiciones siempre
favorecen al epimero de C-20 de configuracion natural. En consecuencia, dicho proceso es
dificil de replicar en otros esteroides por el gran nimero de etapas de reaccion y de variables a
considerar. Actualmente, el empleo de auxiliares quirales es una limitante en la produccion a
mayor escala debido a su alto costo en la sintesis de compuestos organicos de interés quimico
y farmacéutico. Dicho esto, en el presente capitulo se ha planteado buscar una condicion de
reaccion econdmica, rapida y amigable con el ambiente para incrementar la sintesis del
compuesto 3,16-diacetato de (20R,25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p,16p-diilo (20), la

cual presenta una gran aplicacion agronémica.
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Esquema 2. Ruta sintética para la obtencidn de mezclas epiméricas de C-20 a partir de alcoholes alilicos con

diferentes sustituyentes arilo.

Tabla 1. Resultados de la mezcla epimérica en C-20, obtenida por Houhua y colaboradores a partir de alcoholes

alilicos con diferentes sustituyentes arilo en posicion 20 con la ayuda de auxiliares quirales de Ir

Auxiliar Alcohol Sustituyente Rendimiento de la mezcla Relacién
quiral [Ir] alilico Ar epimérica de C-20 (%) (24:25)
Al 22 76 1:29
23 72 1:14
22 70 1:>50
A2 23 49 50:1
22 MeO 81 1:42
Al 23 \©\/ 74 12
22 55 1:>50
A2 23 44 50:1
22 CF 69 1:20
Al 23 3\©\/ 13 12.2
22 51 1:>50
A2 23 40 50:1
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Objetivos

Objetivo general:

e Epimerizar C-20 de una cadena 22-oxocolestanica para obtener el compuesto 3,16-
diacetato de (20R,25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3f3,16p-diilo (20).

Objetivo particulares:

e Optimizar las condiciones de reaccion empleando agitadores de alto cizallamiento a
temperatura y presion constante con ausencia de catalizadores y auxiliares quirales.

e Caracterizar espectroscopicamente por RMN cada uno de los compuestos obtenidos.

e Determinar la proporcion del compuesto 20, mediante RMN de H a partir de la mezcla

de reaccion de ambos epimeros 19 y 20.

23



Materiales y métodos

Equipos, software y técnicas utilizadas

Los experimentos de RMN se obtuvieron en un equipo Bruker Avance Il1 de 500 MHz
equipado con una sonda de gradiente QCI de 5 mm enfriada criogénicamente y utilizando como
disolvente cloroformo deuterado conteniendo tetrametilsilano como referencia interna. El
manejo de los FIDs se proceso en el software MestReNova con version 12. Los desplazamientos
quimicos se expresan en ppm (8), las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz) y la
multiplicad de las sefiales de los espectros de 'H esté 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.

Los experimentos de agitacion de alto cizallamiento se realizaron con el equipo digital
IKA ULTRA-TURRAX® T 18, que consiste en un rotor que gira a alta velocidad dentro de un
estator estacionario cortando mecanicamente la mezcla de reaccion. Los célculos de las
conformaciones de minima energia de los compuestos, se evaluaron con el programa Chem3D
Ultra 13.0 con el modelo MMa.

Cada reaccion quimica se monitoreo mediante cromatografia en capa fina (CCF) con
placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor que contienen indicador de
fluorescencia (F254). La deteccion de los compuestos en las placas se realizd mediante el
revelado por inmersion y por calcinacion en 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 y utilizando diferentes sistemas de elucién. Los reactivos y los disolventes
empleados se purificaron y se secaron de acuerdo con las técnicas publicadas en la literatura
[18]. Los rendimientos porcentuales de cada reaccion quimica, se obtuvieron a partir de la

siguiente relacion:

rendimiento real

% rendimiento = — —— x100%
rendimiento tedrico
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Sintesis de la mezcla epimérica (20S:20R) de 3,16-diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-

oxocolest-5-eno-3p,16p-diilo

e

1. Ac,0, Et,0°* BF3 5% HCI
HO 2. Et3N AcO 10,000 rpm
8 18

19

Se disolvidé 1 g (2.4 mmol) de diosgenina (8) en 7 mL de CH2Cl, y se agregd una
disolucion de 2.3 mL (24 mmol) de Ac20 con 3 mL (24 mmol) de BFs-OEt>. La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion constante durante 25 min a 0 °C, posteriormente se disminuy6
la temperatura de la mezcla de reaccién a -20 °C y se adiciono gota a gota 6.7 mL (48 mmol) de
EtsN durante 15 min. La fase orgénica se extrajo con CH2Cly, se lavé con salmuera (2x20 mL),
disolucion sobresaturada de NaHCO3 (4x20 mL) y agua destilada (2x20 mL) se seco sobre
Na>SO4 anhidro, se filtro, se evapord a presion reducida y se percold al vacio con silice y un
sistema Hex: AcOEt 98:2. Se obtuvo un sélido color blanco con un rendimiento del 66% que
corresponde al producto dihidropiranico (18). Se disolvid 0.79 g del compuesto 18 con 5 mL de
CHCI> y 3.8 mL de una disolucion acuosa de HCI al 5%. La mezcla de reaccion se agito a una
velocidad de 10,000 rpm durante 9 h, empleando un agitador de alto cizallamiento. La fase
organica se extrajo con CH2Cly, se lavé con salmuera (2x20 mL), disolucion sobresaturada de
NaHCO3 (4x20 mL) y agua destilada (2x20 mL) se seco sobre Na,SOa4 anhidro, se filtro, se
evaporé a presion reducida y se purificd por cromatografia en columna con un sistema
Hex:AcOEt 9:1. La mezcla epimérica 19:20 se obtuvo en un rendimiento del 96% en una
relacion 60:40, mediante la cuantificacion por RMN de las sefiales de *H de las posiciones 16 y

26 de cada uno de los compuestos.
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e 3,16-diacetato de (20S,25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p,16B-diilo (19)

RMN *H (500 MHz, 8): 5.35 (1H, d, Jo 7ec = 4.8, H-6), 4.96 (1H, m, H-16), 4.58 (1H, m, H-3),
3.41 (2H, d, Jos25 = 5.8, H-26), 2.94 (1H, dq, J2017 =14.0, Jao1 = 7.1, H-20), 2.62 (1H, m, H-
232), 2.39 (1H, m, H-154), 2.35 (1H, m, H-23y), 2.30 (2H, m, H-dec Y H-4a), 2.02 (3H, s,
CH3CO2-3), 1.95 (3H, s, CH3CO2-16), 1.13 (3H, d, Jo1.20 = 7.1 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CHa-
18), 0.90 (3H, d, J2725 = 6.7, CH3-27), 0.85 (3H, s, CHz-19).

RMN 23C (125 MHz, 5): 36.8 (C-1), 27.6 (C-2), 75.7 (C-3), 38.0 (C-4), 139.5 (C-5), 122.2 (C-
6), 31.5 (C-7), 31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.5 (C-12), 41.8 (C-13), 53.8
(C-14), 34.8 (C-15), 73.8 (C-16), 55.0 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 43.5 (C-20), 16.8 (C-
21), 213.7 (C-22), 38.5 (C-23), 26.1 (C-24), 35.4 (C-25), 67.4 (C-26), 16.6 (C-27), 169.9
(CH3CO2-3), 170.5 (CH3C0,-16), 21.4 (CH3CO,-3), 21.1 (CHsCO2-16).

e 3,16-diacetato de (20R,25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p,16p-diilo (20).

RMN H (500 MHz, 8): 5.33 (1H, d, Js,7c = 4.8, H-6), 5.15 (1H, m, H-16), 4.56 (1H, m, H-3),
3.44 (2H, d, J2625 = 6.0, H-26), 2.87 (1H, dq, J20,17 = 11.3 , J2021 = 6.7, H-20), 2.67 (1H, m, H-
23a), 2.49 (1H, m, H-153), 2.42 (1H, m, H-23p), 2.29 (2H, m, H-4ec Yy H-44), 2.02 (3H, s,
CH3CO02-3), 2.00 (3H, s, CH3C0--16), 0.99 (3H, d, CH3-21), 0.97 (3H, s, CH3-18), 0.90 (3H, d,
J27.25 = 6.4, CH3-27), 0.87 (3H, s, CH3-19).

RMN 13C (125 MHz, 5): 36.8 (C-1), 27.7 (C-2), 75.2 (C-3), 38.0 (C-4), 139.6 (C-5), 122.1 (C-
6), 31.4 (C-7), 31.3 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.5 (C-11), 39.2 (C-12), 42.0 (C-13), 54.2
(C-14), 35.0 (C-15), 73.8 (C-16), 56.2 (C-17), 19.2 (C-18), 13.3 (C-19), 42.8 (C-20), 16.5 (C-
21), 214.6 (C-22), 38.5 (C-23), 26.2 (C-24), 35.2 (C-25), 67.6 (C-26), 16.7 (C-27), 170.5
(CHsCO2-3 y CH3CO;-16), 21.4 (CH3CO2-3), 21.2 (CH3CO,-16).
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Resultados y discusion

Actualmente, es de suma importancia aplicar nuevas estrategias biotecnoldgicas que
permitan aumentar la productividad, la calidad y el valor nutrilmental de los productos agricolas,
debido a la alta demanda alimentaria que hay a nivel mundial. Una de las limitantes de usar
brasinoesterodes es su alto costo, por mencionar un ejemplo de ello, 10 mg de brasindlida tiene
un costo en el mercado de $7521.00 [19].

Por esta razon, la adquisicion de moléculas que mimeticen la actividad de los brasinoesteroides
con el empleo de metodologias novedosas es de gran relevancia, por lo que el uso de agitadores
de alto cizallamiento permitira la obtencién de tales moléculas en cortas etapas de reaccion,

minimizando asi tiempo y costos.

Como se comento anteriormente, la sintesis de epimeros en C-20 de la molécula 3,16-diacetato
de (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-33,16B-diilo, son de gran interés ya que han sido
evaluados biolégicamente y han presentado actividad como promotores de crecimiento vegetal,

en especial el compuesto 20 (Figura 7).

C-20S
0

AcO
19 20

AcO

Figura 7. Derivados esteroidales de estructuras 22-oxocolestanicas con actividad mimetizadora de

brasinoesteroides.

La sintesis de los compuestos 19 y 20 se ha obtenido a partir de la apertura regioselectiva
de los anillos E y F del acetato de diosgenina (21) a partir del ataque nucleofilico del oxigeno
del C-16 sobre el anhidrido acético de la cual fue previamente activado su carbonilo con un
acido de Lewis. De esta manera se obtiene un intermediario de i6n oxonio de una estructura
tetrahidropiranica (i) y mediante el empleo de una base voluminosa como lo es la EtzN, extrae
el proton axial del C-23 para dar lugar a una estructura dihidropiranica (18) y finalmente existe
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un ataque nucleofilico de una molécula de H2O sobre el C-26 y una adicion de proton en el C-
23, dando asi, como producto las estructuras 26-hidroxi-22-oxocolestanicas (Esquema 3).

19

Esquema 3. Mecanismo de reaccion para la formacién de estructuras 22-oxocolestanicas.
Cabe mencionar que la descripcion del mecanismo de reaccidn previamente descrito, se ajusta

mejor para la obtencion del compuesto 19, mientras que en el Esquema 4, se representan los

dos posibles mecanismos de reaccion para el compuesto 20.

Esquema 4. Mecanismo de reaccion para la formacion del compuesto 20.
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Uno de ellos puede ser a partir de la estructura i y la desprotonacién del C-20, para
posteriormente formar una estructura oxanica con doble enlace exociclico (ii) y finalmente una
molécula de H.O ataca sobre el C-26. El otro intermediario que da origen al epimero es a partir
del compuesto 19, la cual el oxigeno del carbonilo se protona para que se presente la tautomeria

ceto-enol (iii) y finalmente se lleve la epimerizacion C-20S a C-20R (Esquema 4).

El estado de transicion clave para la formacién del epimero C-20R, es a partir del
tautémero enol y/o enolato que forma parte del oxano. ElI C-20 es trigonal en el estado de
transicion por lo que presenta 2 caras enantiotopicas, re y si; por lo que la adicion de un H* en
el C-20 en el transcurso de la formacién del tautomero ceto dard como producto la mezcla

enantiomérica (Figura 8).

C-20S

R
H O~R
]

R

iy,

OAc =—
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Ry= i, i

Figura 8. Estado de transicion necesario para la formacién de la mezcla enantiomérica en el C-20.

Los factores estericos y electronicos de los estados de transicién de menor energia, son
de gran relevacia para comprender la obtencién preferente de dichos entantiomeros. Empleando
el calculo de minimizacién de energia (MM3), la cual se obtiene la energia esterica total que
suma las energias de estiramiento y torsion de enlace, interacciones 1-4 van der Waals y
geometria y vibracion molecular. Se observa que el estado de transicion de la forma tautomérica
enolica de cadena abierta (iii) es el de menor energia y no la forma oxanica (ii), eso mismo
explica de manera experimental la conversion de manera gradual del epimero C-20S a C-20R

ya que requiere menos estados de transicion y presenta mayor entropia la forma colestanica.
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Figura 9. Conformacién de minima energia de la molécula ii (30.7 kcal/mol) y iii (28.9 kcal/mol).

En la Figura 9, se presenta la molecula colestanica con el tautomero E-enol (iii) la cual
es la geometria de mayor energia con respecto al tautdbmero Z-enol que tiene una energia de
21.3346 kcal/mol, en la Figura 10, se observa el intermediario Z-enol-colestanico que evidencia
la adicion preferente de H* en la cara Re del doble enlace ya que los oxigenos del grupo acetilo
forman puentes de hidrogeno y ejercen un efecto auxiliar en la adicién de dichos H* por arriba
del plano sobre el C-20. Esto podria explicar que el factor electronico predomina mas que el

factor estérico en la obtencion enantioespecifica del compuesto 19 en condiciones normales.

Figura 10. Adicion regio- y estereoselectiva de H* en C-20 del tautomero Z-enol-colestéanico.

Los compuestos 19 y 20, han sido aislados y caracterizados por separado, las cuales
presentan el mismo numero de sefiales pero con desplazamientos ligeramente diferentes (Tabla
2) [14]. En el Espectro 1 de *H del compuesto 19, se observa la sefial del proton vinilico del C-
6 como una sefial dd en 5.36 ppm, de igual manera se observan 2 sefiales m en 4.9 ppm y 4.6

ppm que corresponde a H-16 y H-3, respectivamente. La sefial de los 2 protones H-26 se
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presenta como un doblete con constante de acoplamiento Jos26 = 5.8 Hz; en principio deberia
observarse un doble de dobletes porque son protones diastereotopicos, pero los & y J son muy
similares. Los protones de los metilos que pertenecen a los grupos acetatos en las posiciones de
C-3 y C-16 se observan como sefiales s en 2.0 y 1.9 ppm, respectivamente, mientras que los
metilos 21 y 27 se observan como sefiales d en 1.14 y 0.92 ppm, ya que estan unidos a un grupo
metino cada uno de ellos. En 1.02 y 0.86 ppm se observan 2 sefiales s que corresponden a los
metilos 19 y 18, respectivamente. En 2.94 ppm se observa una sefial doble de cuédruples, con
constantes de acoplamiento Jxo21=7.1 y J20,17= 14.0 que pertenece al proton H-20 la cual se
desplaza a frecuencias altas, debido a que dicho proton corresponde a un carbono o del carbonilo
de la posicion 22 y a su vez se encuentra dentro del cono de desapantallamiento del campo
electromagnético que ejerce el mencionado grupo funcional. Asi mismo, los protones H-21
aparecen como una sefial d con una constante de acoplamiento Jzo2:1=7.1, la cual se desplaza a

mayores frecuencias, debido a que corresponden al carbono 3 con respecto al carbonilo.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos de *H y *3C de ambos epimeros de C-20.

Sefial de 'H (1996 ppm (20)6ppm = Sefalde ®C = (19) 6 ppm = (20) 6 ppm

3 4.58 4.56 3 75.7 75.2
6 5.35 5.33 6 122.2 1221
16 4.96 5.15 16 73.8 73.08
18 1.01 0.97 18 19.3 19.2
19 0.85 0.87 19 13.2 13.3
20 2.94 2.87 20 43.5 42.8
21 1.13 0.99 21 16.8 16.5
22 - - 22 213.7 214.6
23 2.62,2.35 242,242 23 38.5 38.5
26 3.41 3.44 26 67.4 67.6
27 0.90 0.90 27 16.6 16.7
MeCO2-3 2.01 2.02 MeCO2-3 169.9 170.5
MeCO2-16 1.95 2.00 MeCO2-16 170.5 170.5
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Espectro 1. RMN de *H a 500 MHz de ambos epimeros de C-20 en CDCls.

En el Espectro 2 de 3C de ambos compuestos 19 y 20, se observan desplazamientos
minimamente diferentes entre si, por mencionar algunas sefiales importantes, se encuentran 3
sefiales a frecuencias altas correspondientes de carbonilos; en =170 ppm se observan 2 sefiales
pertenecientes de acetilos y en =214 ppm de una cetona en C-22, la cual confirma su oxidacion
mediante la apertura del anillo E. En el rango de 115-135 ppm se encuentran los 2 carbonos
vinilicos y en el rango de 73-76 ppm se confirmo la acetilacion de los hidroxilos de C-3 'y C-16,
desplazando asi a dichos carbonos debido al efecto que ejercen tales grupos funcionales. La
sefial mas representativa de la diosgenina es la de 110 ppm que es caracteristica del espirostano,
en la Figura 12 no se observa dicha sefial, la cual confirma la apertura del anillo E y F para dar

lugar a una molécula colestanica.
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Espectro 2. RMN de *3C a 125 MHz de ambos epimeros de C-20 en CDCls.

Con lafinalidad de incrementar la sintesis del compuesto (20R) 20, se procedié a emplear
la formacién de emulsiones promovidas por mezcladores de alto cizallamiento, las cuales han
sido reportados como un método novedoso y viable en la produccion de biodiesel y en algunas
reacciones quimicas de rutina, debido a la formacién de nanogotas que minimizan el volumen
del sistema de reaccion aumentando asi el nimero de colisiones (incremento de la entropia (AS))
por lo que se disminuye la energia de activacion (AGY) de las reacciones quimicas [20] [21],

esto permite llegar en un menor tiempo a un sistema en equilibrio.

En la sintesis de la mezcla epimérica 19:20, se estudiaron diferentes tiempos de reaccion
y concentraciones de HClyq a temperatura y presion ambiente. En la Tabla 3, se muestran dichos
resultados, los cuales fueron obtenidos a partir de la cuantificacion por RMN de *H mediante la

relacién que presentan las sefiales de ambos epimeros en los protones H-16 y H-26 (Espectro 3
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y 4). En los experimentos 1 y 5, se observa que la agitacion convencional y el porcentaje de
HClaq no tienen ningln impacto positivo en la obtencion del epimero 20. En el experimento 6,
se observa incremento considerable, pero con un rendimiento de la mezcla epimérica muy baja
en comparacion con los demas experimentos, esto debido a la formacién de otros productos

observados por CCF.

En los experimentos 2-4, se observa que la relacion 19:20 se van igualando de manera
gradual a 10,000 rpm haciendo al experimento 4 como la mayor relacién obtenida ya que en
tiempos mayores de 9 horas, no se observa ningun incremento en la relacién epimérica y si la

formacion de otros compuestos que no fueron identificados.

Tabla 3. Resultados de diferentes experimentos de la relacion obtenida de 20S:20R.

Velocidad de agitacion

Exp (rpm) % HClaq = Tiempo (h) = Rendimiento de mezcla (%) @ (19:20)
1 300 5 18 97 95:5
2 10,000 5 3 96 85:15
3 10, 000 5 6 " 72:28
4 10, 000 5 9 " 60:40
5 300 15 18 95 97:3
6 10,000 15 3 72 70:30

Para explicar dichos resultados experimentales, se opt6 por evaluar las conformaciones
de minima energia de ambos epimeros, mediante calculos tedricos computacionales
(ChemBioDraw Ultra 13.0). La conformacion de minima energia del compuesto 20 es de 28.1
kcal/mol, mientras que la del compuesto 19 es 23.9 kcal/mol, esta diferencia energética se puede
atribuir a la tension estérica entre CH3z-18 y CHs-21 en el compuesto 20; dicho esto, la entalpia
de formacion (AHC) del compuesto 19 no debe ser diferente, con respecto a la del compuesto 20
dado que AH se valora a partir de los enlaces que se rompen y forman en una reaccion; por tanto
la valoracion de la energia de formacion del producto depende del cambio de la entropia. En la
Figura 11, se representa un diagrama energético hipotético con base a los célculos tedricos y

resultados experimentales en la conversion del compuesto 19 a 20, ya que la expresion
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matematica de AGI=AH-tAS, solamente se ve afectado por AS ya que la temperatura (t) y
entalpia (AH) se mantuvieron constantes bajo las condiciones del experimento 4. Cabe destacar
que estos calculos tedricos no sustituyen experimentos calorimétricos para la determinacion de
AH 'y AG, pero en primera instancia pueden llegar a suponer resultados obtenidos en la sintesis

de compuestos.

Exp-1

Exp-2

20 19 <19 ‘ W
IR A B e _wj

Espectro 3. RMN de *H a 300 MHz de la mezcla de los compuestos 19 y 20 en CDCls en diferentes
experimentos.
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Espectro 4. RMN de *H a 500 MHz de la mezcla de los compuestos 19 y 20 en CDCls en el experimento 4.

Energia Libre

ppm

Agitaciona 10,000 rpm

Compuesto 20

—_————,—,—n —-———-—-

Compuesto 19

Tiempo

Figura 11. Diagrama hipotético en la conversién del compuesto 19 al compuesto 20.
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Conclusiones

e Se incremento el rendimiento en la sintesis del compuesto 3,16-diacetato de (20R,25R)-26-
hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3f,16p-diilo (20) a un 38.4 % con respecto a lo reportado en la
tesis de maestria del afio 2014 [14].

e Se propone un mecanismo de reaccion para explicar la sintesis del compuesto 20 con base
en calculos tedricos computacionales (ChemBioDraw Ultra 13.0) y datos experimentales.

e El uso de agitadores de alto cizallamiento optimizo la sintesis del compuesto 20 a
temperatura y presion ambiente, reduciendo tiempo y costos. El equilibrio se incrementa
hasta que en un tiempo de 4 horas se obtiene una relacion 19:20 de 60:40.

e Se calculd el rendimiento del compuesto 20, mediante la relacion epimérica (19 y 20) de
cada uno de los experimentos por RMN de *H.

e Se caracteriz6 cada uno de los compuestos mediante RMN de *H y 3C.
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Capitulo 11

Sintesis del compuesto acetato de (20R,25R)-3B-bromo-5,26-dihidroxi-6,22-
dioxo-5a-colestan-16p-ilo (22) con promisoria actividad antiviral y promotora de
crecimiento vegetal.
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Antecedentes

Los brasinoesteroides, actualmente estan conformados por mas de 60 miembros, las
cuales se definen quimicamente como esteroides oxigenados en C-3 de estructuras (20p)-5a-
colestan-220,23a-dioles o sus compuestos derivados aislados de plantas, que llevan
sustituyentes alquilo u oxigeno adicionales [22]. Actualmente, se conoce la relacion estructura-
actividad de los brasinoesteroides, las cuales han proporcionado informacién para el disefio y
sintesis de nuevos analogos sintéticos para su empleo y evaluacion a nivel invernadero y campo.
Existen investigaciones que reportan que la fraccion So-hidroxi-6-oxo (FA) de estructuras
espirostanicas, presentan mediana actividad promotora de crecimiento vegetal, ademas de ser
faciles de preparar con materias primas de menor costo y mayor accesibilidad a comparacion de
la sintesis total de brasinoesteroides [23] [24]. Mientras que la fraccion 3p-bromo-5a-hidroxi-
6-oxo (FB) de estructuras estigmastanicas, presenta actividad antiviral frente a diferentes tipos
de virus [25]. Asi mismo en el capitulo anterior se menciond la alta actividad promotora de
crecimiento vegetal y actividad protectora contra la infeccion viral del virus del jaspeado de
tabaco del compuesto 20 que tiene la configuracion C-20R de estructura 22 oxocolestanica (FC).
Dicho esto, en el presente capitulo se propone la sintesis de la molécula acetato de (20R,25R)-
3B-bromo-5,26-dihidroxi-6,22-dioxo-5a-colestan-16p-ilo  (22), la cual presenta los
farmacoforos previamente mencionados (FA, FB y FC) con el objetivo de desarrollar una
estructura con alta actividad antiviral y promotora de crecimiento vegetal con respecto a los ya
existentes (Figura 12). De esta manera, el disefio de farmacos dirigidos simultdneamente a
maltiples blancos terapéuticos es llamado polifarmacologia, la cual se conoce como el disefio
multiobjetivo que consiste en disefiar una “llave maestra molecular” que se una selectivamente
a una serie de dianas terapéuticas que produzcan una actividad en particular, en el caso del

compuesto 22 es la proteccion, desarrollo y crecimiento de plantas [26].
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Figura 12. Disefio del compuesto 22 con los farmacéforos FA (rojo), FB (azul) y FC (verde).
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En el Esquema 5, se muestra la ruta retrosintética, la cual fue disefiada con base en su quimioselectividad

para la obtencion de la molécula 22 a partir de la diosgenina (8).

Esquema 5. Ruta retrosintética para la obtencion del compuesto 22.

En la literatura se han reportado las mismas modificaciones quimicas del Esquema 5
pero a partir de diferentes materias primas esteroideas. En el caso de la incorporacion de
bromacion en C-3, Qi Sun y colaboradores, reportaron la bromacion en C-3 del colesterol (27)
a partir de la conversion del alcohol a un grupo mesilo (28) para posteriormente adicionar
bromotrimetilsilano (TMSBTr) o bromuro de tetrabutilamonio (BusN*Br-), ambas reacciones son
catalizadas con BF3OEty, obteniendo asi al compuesto 29 [27]. Por otro lado, Wachsman y
colaboradores proponen la misma bromacion a partir del i-esteroide del estigmasterol (31) con

HBra [28] (Esquema 6). Dentro de nuestro laboratorio, se ha empleado la sintesis del i-
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esteroide de la diosgenina, metodologia méas viable para evitar formacion de productos no
deseados ya que la apertura de los anillos E y F de espirostanos, ocurre en presencia de BFz OEty.

M Ljiv)) TMSBr o Buy;N*Br Ljivj)
HO MsO Br

27 28 29
2. KHCO3 ‘

1. MsCI
30 32

HO

Esquema 6. Metodologias para la obtencion de C-3B-bromo en esteroides.

Se ha reportado la epoxidacion del doble enlace de la diosgenina (8) y del acetato de
diosgenina (21), a partir del &cido meta-cloroperbenzoico (nCPBA), dicha metodologia es de
gran accesibilidad debido a que ocurre a temperatura ambiente en menos de 60 min [29]

(Esquema 7).

8; R=H 21; R=0OAc 33; R=H 34; R=0OAc

Esquema 7. Metodologia para la formacion de epdxidos a partir del doble enlace de los compuestos 8 y 21.

El gran interés de diversos autores en estudiar la apertura de epoxidos para la formacion

de 5a,6B-transdioles de estructuras colestanicas y espirostanicas, han sido ampliamente
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descritas, un ejemplo de ello es en el afio 2013 en donde Chunbao Li y colaboradores a partir
del epdxido de colesterol (35) y el empleo de arena de politetrafluroetileno (PTFE) y catalizada
con HxSO4, obtuvieron el compuesto Sa-colestan-3p,5,6B-triol (36) [30]. De igual manera,
Louis Fieser y colaboradores, obtuvieron el mismo compuesto, utilizando acido peryddico
(HIO4), ambas investigaciones obtuvieron rendimientos superiores al 90% [31]. Por otro lado
en el afio 1980, Naturforsch y colaboradores, a partir de una suspensién de diosgenina (8) en
acetona:agua y tratada con N-bromosuccinimida (NBS) y ac. acético, consiguieron obtener la

estructura 5a-espirosta-3p,5,6B-triol (37) [32] (Esquema 8).

H|O4 (o] H2804
HO 3 "~ HO

W\

Olll
Olll
T

OH
35 36

Esquema 8. Metodologias para la obtencién de 5,6-transdioles a partir de esteroides.

Actualmente, la mayoria de oxidaciones del alcohol en C-6 se emplean agentes oxidantes
de Cr para la obtencion de andlogos de brasinoesteroides (Esquema 9). Algunos trabajos como
el de Sandoval-Ramirez en el afio 2017 y Daniel Rivera en 2006, a partir de derivados de
diosgenina han oxidado dicho alcohol con dicromato de piridinio (PDC) y clorocromato de
piridinio (PCC), respectivamente [13] [33]. Asi mismo, Stiver en el afio 1987 e Iglesias-Arteaga
en el 2012, obtuvieron estructuras 5-hidroxi-5a-colestan-6-ona a partir de derivados del
colesterol, este primero utilizo PCC a partir del 5a,6p-transdiol (42), mientras que el grupo de
Iglesias-Arteaga fue a partir del epoxido (44) y el uso de CrO3z/H,0 [34] [35] (Esquema 10).
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TBDMSO : > TBDMSO :
OH OH
OH (@)
40 41

Esquema 9. Metodologias de oxidacion del alcohol del C-6 con diferentes derivados de diosgenina.

AcO :
¢ oHl
43
W
AcO AcO :
¢ o ¢ oHl
44 45

Esquema 10. Metodologias de oxidacién del alcohol del C-6 con diferentes derivados del colesterol.

Sin embargo, en el trabajo de Louis Fieser del afio 1949, oxid6 de manera selectiva el
alcohol de C-6 con NBS a partir del compuesto Sa-colestan-3f3,5,6B-triol con rendimientos del
93% (Esquema 11). Cabe mencionar, que el agente oxidante NBS a comparacion de los
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oxidantes de metales pesados, es méas barato y genera residuos que se consideran amigables con
el medio ambiente y no presentan riesgos para la salud humana, por lo que lo hace un candidato

viable en la oxidacion de alcoholes a nivel industrial [36].

Esquema 11. Oxidacion selectiva del alcohol en C-6 con NBS.

Finalmente, la apertura selectiva del anillo espirostanico y la conversion de
configuracién de C-20S a C-20R del compuesto 26, se implementara la metodologia
previamente descrita en el capitulo anterior de la apertura selectiva de los anillos E y F del

acetato de diosgenina y la respectiva epimerizacion de C-20 de estructuras 22-oxocolestanicas.

44



Objetivos

Objetivo general:

e Sintetizar el compuesto acetato de (20R,25R)-3B-bromo-5,26-dihidroxi-6,22-dioxo-5a-
colestan-16p-ilo (22) con promisoria actividad promotora de crecimiento vegetal.

Objetivos particulares:

e Caracterizar espectroscopicamente por RMN cada uno de los compuestos obtenidos,
mediantes experimentos de 1D y 2D.
e Evaluar la actividad promotora de crecimiento vegetal de cada uno de los nuevos

compuestos sintetizados sobre plantas Allium cepa L.(Capitulo I11).

45



Materiales y métodos

Equipos, software y técnicas utilizadas

Los experimentos de RMN se obtuvieron en un equipo Bruker Avance Il de 500 MHz
equipado con una sonda de gradiente QCI de 5 mm enfriada criogénicamente y utilizando como
disolvente cloroformo deuterado conteniendo tetrametilsilano como referencia interna. El
manejo de los FIDs se proceso en el software MestReNova con version 12. Los desplazamientos
quimicos se expresan en ppm (8), las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz) y la
multiplicad 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. Los calculos de las
conformaciones de minima energia de los compuestos, se evaluaron con el programa Chem3D
Ultra 13.0 con el modelo MM..

Cada reaccion quimica se monitoreo mediante cromatografia en capa fina (CCF) con
placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor que contienen indicador de
fluorescencia (F2s4). La deteccion de los compuestos en las placas se realizd6 mediante el
revelado por inmersién y por calcinacion en una disolucion reveladora de molibdato. Para la
cromatografia en columna se utilizaron columnas de vidrio las cuales fueron empacadas con gel
de silice grado 60 y utilizando diferentes sistemas de elucion. Los reactivos y los disolventes
empleados se purificaron y se secaron de acuerdo con las técnicas publicadas en la literatura
[18]. Los rendimientos porcentuales de cada reaccion quimica, se obtuvieron a partir de la

siguiente relacion:

o rendimiento real
% rendimiento = — —— x100%
rendimiento teérico

En el Esquema 12, se muestra la ruta sintética para la obtencion del compuesto 22, cabe
sefialar que los compuestos 22, 23, 24, 25 y 26 no han sido reportados por la comunidad

cientifica ya que no se encuentran en los resultados de busqueda de estructuras quimicas en la
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pagina de SciFinder [38]. Asi mismo, dichos compuestos seran evaluados en actividad

promotora de crecimiento vegetal

Me,CO:H,0 0‘ HBr

8 38 47 OH
mCPBA HIO, NBS
Br Br B :
o r oHl
23 24 25

Esquema 12. Ruta sintética para obtener el compuesto 22.

e Tosilato de diosgenina (38)

Se disolvieron 1 g (2.4 mmol) de diosgenina (8) en una mezcla de 10 mL de CH2Cl:EtsN 1:1y
se agregaron 2 g (10.8 mmol) de TsCI. Se mantuvo 6 h en agitacion constante a temperatura
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ambiente, la mezcla de disolvente fue evaporada a presion reducida. La fase organica se extrajo
con CHCly, se lavd con una disolucidn sobresaturada de NaHCO3 hasta pH neutro y agua
destilada (2x20 mL) se sec6 sobre Na,SO4 anhidro, se filtro, se evaporo a presion reducida y se
percold al vacio con silice y un sistema Hex:AcOEt 99:1. Se obtuvo un polvo blanco con un

rendimiento del 91 % que corresponde al compuesto 38.

RMN H (500 MHz, §): 7.81 (2H, d, Jm,0=8.32 Hz, mH-Ar-3), 7.35 (2H, d, Jom=8.32 Hz, mH-
Ar-3), 5.31 (1H, m, H-6), 4.41 (1H, m, H-16), 4.32 (1H, dddd, J32ax= J34ax=11.5 Hz, J32ec =
J34ec = 4.74 Hz, H-3), 3.49 (1H, dd, J26ec-26ax=10.9 Hz, J2gec,25 = 5.6 Hz, H-26ec ), 3.38 (1H, dd,
Josax,26ec = 10.9 Hz, Joeax 25 = 6.5 Hz, H-26ax), 2.49 (3H, s, pCH3Ar-3), 2.43(1H, m, H-4ax), 2.29
(1H, ddd, Jgem = 13.76 Hz, Jaec3 = 4.74 Hz, Jsec 2ec = 2.1 Hz, H-4ec), 1.08 (3H, d, J2120= 7.1 Hz,
CHs-21), 0.97 (3H, d, J27,25 = 6.8 Hz, CH3-27), 0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CH3-19).

RMN 23C (125 MHz, 5): 144.1 (pAr-3), 134.6 (iAr-3), 129.8 (0Ar-3),127.6 (mAr-3), 37.2 (C-
1), 31.4 (C-2), 80.7 (C-3), 42.2 (C-4), 138.8 (C-5), 123.3 (C-6), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-
9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-15), 82.0 (C-16),
62.0 (C-17), 16.3 (C- 18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.14 (C-22), 31.3 (C-23),
28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).

¢ (25R)-3a,5-ciclo-5a-espirostan-6f-ol (47)

MeZCO . Hzo
Reflujo

TsO
8 47 OH

Se disolvieron 1.24 g (2.18 mmol) del compuesto 38 en 15 mL de acetona:agua 8:2 y se
agregaron 546 mg (6.5 mmol) de NaHCOz. Se mantuvo 2 h en agitacion constante a reflujo, la
mezcla de disolvente se evaporo6 a presion reducida. La fase organica se extrajo con CH2Cl
(2x20 mL) se lavé con una disolucion de 5% HClqq hasta pH neutro y agua destilada (2x20 mL)

se secO sobre NaSOs anhidro, se filtro, se evapord a presion reducida y se purificé por
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cromatografia de columna con un sistema de Hex:AcOEt 9:1. Se obtuvo un polvo blanco con
un rendimiento del 85% que corresponde al compuesto 47.

RMN 'H (500 MHz, 8): 4.33 (1H, m, H-16), 3.41 (1H, dd, J2sec.26ax=10.9 Hz, Jo6ec25 = 5.6 Hz,
H-26ec), 3.32 (1H, dd, J2sax26ec = 10.9 Hz, Jo6ax,25 = 6.5 Hz, H-26ax), 3.20 (1H, t, Js,7=2.91Hz,
H-6), 1.95 (1H, m, H-4ec), 1.08 (3H, d, J21,20 = 7.1 Hz, CHs-21), 0.97 (3H, d, J27-25 = 6.8 Hz,
CHs-27), 0.88 (3H, s, CH3s-18), 0.82 (3H, s, CH3-19), 0.73 (1H, dd, Jsax4ec = Jaax,3 = 4.8, H-4ax).

RMN 23C (125 MHz, 5): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 45.8 (C-3), 42.2 (C-4), 42.5 (C-5), 74.0 (C-6),
32.0 (C-7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-
14), 31.8 (C- 15), 81.5 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21),
109.5 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).

e (25R)-3p-bromo-espirostan-5-eno (23)

- \:
” ~
~

47 OH 23

Se disolvieron 769 mg (1.85 mmol) del compuesto 47 en 7 mL de ciclohexano y se adicionaron
10 mL de 47% HBraq. Se mantuvo 9 h en agitacion constate a temperatura ambiente, la mezcla
se evaporo0 a presion reducida. La fase organica se extrajo con CH2Cl2 (3x20 mL) se lavo con
una disolucién sobresaturada de NaHCO3 hasta pH neutro, se secd sobre Na;SO4 anhidro, se
filtro, se evapord a presion reducida y se purificé por cromatografia de columna con un sistema
de Hex:AcOEt 85:15. Se obtuvo un solido cristalino con un rendimiento del 87% que
corresponde al compuesto 23.

RMN H (500 MHz, 8): 5.36 (1H, m, H-6), 4.41 (1H, m, H-16), 3.91 (1H, dddd, J32a=
J3.4ax=12.2 Hz, J32¢c = J34ec = 4.4 Hz, H-3), 3.47 (1H, dd, J26ec-26ax=10.9 Hz, J26ec,25 = 4.4 Hz, H-
26ec ), 3.37 (1H, dd, Jzsax.26ec = 10.9 Hz, Jzax,25 = 2.1 Hz, H-26ax), 2.74 (1H, m, H-4ax), 2.58
(1H, ddd, Jgem = 13.5 Hz, Jaec3= 4.7 HZ, Jaec2ec = 2.3 Hz, H-4ec), 0.97 (3H, d, J21,20= 0.97 Hz,
CHs-21), 0.78 (3H, d, J2725 = 5.94 Hz, CH3-27), 1.28 (3H, s, CH3s-18), 1.05 (3H, s, CHs-19).
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RMN 13C (125 MHz, 8): 37.0 (C-1), 31.4 (C-2), 52.5 (C-3), 44.37 (C-4), 141.6 (C-5), 122.2
(C-6), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8), 50.2 (C-9), 34.4 (C-10), 20.7 (C-11), 39.8 (C-12), 40.3 (C-13),
56.5 (C-14), 31.9 (C-15), 80.9 (C-16), 62.1 (C-17), 16.3 (C- 18), 19.4 (C-19), 41.7 (C-20), 14.6
(C-21), 109.4 (C-22), 31.3 (C-23), 29.0 (C-24), 30.3 (C-25), 67.1 (C-26), 17.3 (C-27).

e (25R)-3p-bromo-5,6a-epoxi-5a-espirostano (24)

- N
- ~
~

Br
23

Se disolvieron 771 mg (1.61 mmol) del compuesto 23 en 5 mL de CH.Cl; y se adicionaron 416
mg (2.41 mmol) de mCPBA. Se mantuvo en agitacion durante 30 min a temperatura ambiente.
La fase organica se extrajo con CH2Cl> (3x20 mL) se lavd con una disolucién sobresaturada de
NaHCO3z hasta pH neutro, se seco sobre Na2SO4 anhidro, se filtro, se evaporo a presion reducida
y se purifico por cromatografia de columna con un sistema de Hex:AcOEt 85:15. Se obtuvo un

solido cristalino con un rendimiento del 97% que corresponde al compuesto 24.

RMN H (500 MHz, 8): 2.91 (1H, d, Je.7=4.4 H-6), 4.37 (1H, m, H-16), 4.21 (1H, dddd, J32ax=
J3.4ax=12.3 Hz, J32ec = J34ec = 4.6 Hz, H-3), 3.45 (1H, dd, J26ec-26ax=10.8 Hz, Joge 25 = 4.3 Hz, H-
26ec ), 3.34 (1H, dd, H-26ax), 2.54 (1H, m, H-4ax), 2.24 (1H, m, H-7ec), 0.94 (3H, d, J2120 =
7.0 Hz, CH3-21), 0.77 (3H, d, J27,25 = 6.3 Hz, CH3-27), 1.1 (3H, s, CH3-18), 0.7(3H, s, CH3-19).

RMN 13C (125 MHz, 3): 35.0 (C-1), 31.5 (C-2), 48.5 (C-3), 42.4 (C-4), 66.6 (C-5), 59.4 (C-6),
33.8 (C-7), 31.7 (C-8), 39.4 (C-9), 33.8 (C-10), 20.4 (C-11), 31.7 (C-12), 35.4 (C-13), 56.7 (C-
14), 33.8 (C-15), 80.7 (C-16), 62.0 (C-17), 16.0 (C- 18), 17.3 (C-19), 41.7 (C-20), 14.6 (C-21),
109.3 (C-22), 30.4 (C-23), 28.9 (C-24), 29.0 (C-25), 67.0 (C-26), 16.4 (C-27).
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¢ (25R)-3p-bromo-5a-espirostano-5,6p-diol (25)

Se disolvieron 773 mg (1.56 mmol) del compuesto 24 en una mezcla de 10 mL de acetona:agua
7:3 'y se adicionaron 480 mg (2.5 mmol) de HIO4. Se mantuvo en agitacion durante 1 h a reflujo,
la mezcla de disolvente se evapor6 a presion reducida. La fase organica se extrajo con CH2Cl»
(3x20 mL) se lavé con una disolucién sobresaturada de NaHCO3 hasta pH neutro, se secé sobre
Na.SO4 anhidro, se filtro, se evaporo a presion reducida y se purifico por cromatografia de
columna con un sistema Hex:AcOEt 8:2. Se obtuvo un polvo blanco con un rendimiento del

92% que corresponde al compuesto 25.

RMN IH (500 MHz, 8): 3.51 (1H, d, J6.7=3.0 H-6), 4.38 (1H, m, H-16), 4.47 (1H, dddd, Js 2ax=
J3,4ax=12.3 Hz, J32¢c = J34ec = 5.1 Hz, H-3), 3.46 (1H, dd, J26ec-26ax=10.9 Hz, Joge 25 = 4.4 Hz, H-
26ec ), 3.35 (1H, dd, H-26ax), 2.65 (1H, m, H-4ax), 0.95 (3H, d, J21,20 = 6.9 Hz, CH3-21), 0.79
(3H, d, J27,2s = 6.3 Hz, CH3-27), 1.22 (3H, s, CH3-18), 0.76 (3H, s, CH3-19).

RMN 13C (125 MHz, §): 30.3 (C-1), 35.0 (C-2), 49.4 (C-3), 38.4 (C-4), 76.9 (C-5), 75.8 (C-6),
33.4 (C-7), 31.7 (C-8), 41.7 (C-9), 35.1 (C-10), 16.3 (C-11), 40.0 (C-12), 40.8 (C-13), 43.5 (C-
14), 31.4 (C-15), 80.9 (C-16), 46.0 (C-17), 16.7 (C- 18), (C-19), 40.8 (C-20), 14.6 (C-21), 109.5
(C-22), 28.9 (C-23), 20.9 (C-24), 29.9 (C-25), 67.0 (C-26), 16.9 (C-27).
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e (25R)-3p-bromo-5-hidroxi-5a-espirostan-6-ona (26)

\:
<
N

Reflujo

- 25
OH
OH

Se disolvieron 737 mg (1.44 mmol) del compuesto 25 en una mezcla de 25 mL de dioxano:agua
9:1 y se adicionaron 205 mg (1.152 mmol) de NBS. Se mantuvo en agitacion durante 20 min a
reflujo, la mezcla de disolvente se evaporo a presion reducida. La fase organica se extrajo con
CH:CI (3x20 mL) se lavé con una disolucién sobresaturada de NaHCO3 hasta pH neutro, se
secO sobre NaxSOs anhidro, se filtrd, se evaporé a presion reducida y se purificd por
cromatografia de columna con un sistema Hex:AcOEt 9:1. Se obtuvo un polvo blanco con un

rendimiento del 80% que corresponde al compuesto 26.

RMN 'H (500 MHz, 3): 4.4 (1H, m, H-16), 4.31 (1H, m, H-3), 3.46 (1H, m, H-26ec ), 3.36 (1H,
dd, H-26ax), 2.71 (1H, m, H-7), 2.34 (1H, m, H-4), 0.94 (3H, d, J21.20= 6.9 Hz, CHs-21), 0.75
(3H, d, Jo7.05 = 6.4 Hz, CH3-27), 1.22 (3H, s, CHs-18), 0.87 (3H, s, CH3-19).

RMN 13C (125 MHz, 5): 36.8 (C-1), 32.9 (C-2), 56.25 (C-3), 39.0 (C-4), 81.1 (C-5), 210.9 (C-
6), 41.7 (C-7), 31.6 (C-8), 47.7 (C-9), 21.2 (C-11), 39.6 (C-12), 42.1 (C-13), 56.3 (C-14), 32.2
(C-15), 80.6 (C-16), 62.2 (C-17), 14.6 (C- 18), 21.2 (C-19), 42.4 (C-20), 14.3 (C-21), 109.5 (C-
22), 30.4 (C-23), 28.9 (C-24), 31.4 (C-25), 67.1 (C-26), 16.6 (C-27).
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Resultados y discusion

e Diosgenina (8)

HO

La materia prima seleccionada para la ruta sintética fue la diosgenina (8), la cual se
encuentra comercialmente con una pureza del 92% por lo que fue necesaria su purificacion con
el objetivo de evitar la formacion de productos no deseados, posteriormente se procedié a la
caracterizacion de la diosgenina, lo cual ayudd en la interpretacion de los espectros de las

siguientes modificaciones quimicas.

En el experimento de 'H (Espectro 5) del compuesto 8, se observan las sefiales
caracteristicas de su estructura, por destacar alguna de ellas, se encuentra la sefial de 5.35 ppm
correspondiente al proton vinilico en H-6, de igual manera podemos observar la sefial en 4.41
ppm correspondiente al proton de H-16 y a menor frecuencia en la region de 3.57-3.42 ppm
podemos observar 2 sefiales solapadas correspondientes al H-3 y a H-26ec, respectivamente, de

igual manera la sefial de 3.37 ppm corresponde al H-26ax.

En el espectro de 3C (Espectro 6) se puede observar 2 sefiales una en 141 ppm y en 122 ppm
que corresponden a carbonos vinilicos que son C-5 y C-6, respectivamente. De igual manera
otras sefiales caracteristicas del compuesto 8 son en 109 ppm que corresponde al C-22
espirocetal, en 81 ppm que corresponde al C-16 que es caracteristico de la presencia del anillo
E, en las cercanias de esta sefial se encuentra C-3 en 72 ppm y C-26 en 67 ppm, confirmando
asi la estructura quimica de la materia prima e identificando los sitios a modificar en la ruta

sintética.
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Espectro 5. RMN de *H a 500 MHz del compuesto 8 en CDCls.
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Espectro 6. RMN de *3C a 125 MHz del compuesto 8 en CDCls.
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e Tosilato de diosgenina (38)

TsO 38

La obtencion del compuesto 38, se procedié mediante la esterificacion del grupo
hidroxilo del C-3 con TsCl. Por mencionar algunas sefiales caracteristicas en el Espectro 7 de
'H es posible observar la aparicion de sefiales en la region de los aromaticos como 2 sefiales
dobles; por otra parte se observa un desplazamiento a frecuencias altas en 4.3 ppm
correspondiente al H-3 debido al efecto desprotector que ejerce el grupo tosilo. De la misma
manera en el Espectro 8 de *3C se pueden distinguir algunos cambios importantes, como lo es

la aparicion de sefiales de C-aromaticos y el desplazamiento del C-3 a frecuencias altas en 82.5

ppm.

pMe-Ar-3
mH-Ar-3
| oH-Me-3
| |
. - |
I
'.':.'i '.rl.s '.':.? 7.6 8- :': 4 :'I 1
1 {ppm}
H-26ec y ax
H6 H-16 H-3 b
1 — | i g |
hA a Lo AP St
L1 5.0 4.5 4‘:] 3.5 HI{I- .er- Jll:l = 1] o

11 {ppm)

Espectro 7. RMN de *H a 500 MHz del compuesto 38 en CDCls.
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Espectro 8. RMN de 3C a 125 MHz del compuesto 38 en CDCls.

e (25R)-3a,5-ciclo-5a-espirostan-6p-ol (47)

En el Espectro 9 de RMN de *H del compuesto 47, se presenta la sefial de H-6 en 3.19
ppm la cual nos indica la desaparicion del proton vinilico y la formacion del alcohol en el C-6.
Por otro lado, en el Espectro 10 de 3C, presenta similitud con el compuesto 38 ya que se
presentan las mismas sefiales de 110 ppm, 81.5 ppm y 67.3 ppm que corresponden a los C-22,
C-16 y C-26, respectivamente. Una de las diferencias notables es la aparicion de una sefial en
74 ppm gue corresponde al C-6 base de oxigeno. Las sefiales de los C-3 y C-5 se encuentran en

frecuencias mas bajas, esto debido a su nuevo ambiente quimico.
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Espectro 9. RMN de 'H a 500 MHz del compuesto 47 en CDCls.
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Espectro 10. RMN de *3C a 125 MHz del compuesto 47 en CDCls.
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e (25R)-3p-bromo-espirostan-5-eno (23)

Br 23

La caracterizacion del compuesto 23, presenta el bromo en la misma posicion que el
grupo hidroxilo de la diosgenina; su caracterizacion se baso en primera instancia en compararlo
con el Espectro 5, el cual los cambios son minimos pero significativos. En el Espectro 11 de
RMN de H se observa una sefial maltiple en 3.91 ppm que corresponde al H-3 base del bromo,
debido al efecto de desproteccidon ejercido por el halégeno en vez del hidroxilo, haciendo que
esta sefial se desplace a frecuencias altas. De igual manera se observa la regeneracion del protén
vinilico del C-6; por otro lado para la asignacion y confirmacion de los protones H-4 y H-7 se
utilizoé el experimento COSY (Espectro 12) para ver la correlacién entre el proton H-3 y los
protones H-4 de naturaleza diasterotdpica, las cuales presentan desplazamientos muy cercanos
entre si, asi mismo, la sefial del proton vinilico H-6 sirvio para identificar los protones H-7 que

se traslapan con las demas sefiales del cuerpo esteroidal.

Por otra parte en el Espectro 13 de '3C, de manera anéaloga existe una gran similitud con el
espectro de la diosgenina, excepto el cambio en la sefial correspondiente al C-3 disminuyendo

su desplazamiento en 52.53 ppm, como resultado del cambio de grupo en este carbono.
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Espectro 11. RMN de 'H a 500 MHz del compuesto 23 en CDCls.
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Espectro 12. Experimento COSY a 500 MHz del compuesto 23 en CDCls.
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Espectro 13. RMN de 3C a 125 MHz del compuesto 23 en CDCls.

e (25R)-3p-bromo-5,6a-epoxi-Sa-espirostano (24)

Br
o 24

La formacién del epdxido del compuesto 24, se obtuvo con mCPBA, la cual de manera
diastereoselectiva se obtiene el epoxido a, debido a la disposicion espacial de esta cara al
momento de llevarse la adicion de mCPBA que no se encuentra impedida por el metilo angular
del C-10 (Figura 13).

La caracterizacion del compuesto 24 y principalmente para confirmar la formacion
mayoritaria del epoxido o, en el Espectro 14 de H se presentan un juego de sefiales
correspondientes al H-3, una en 4.21 y otra a menores frecuencias en 3.95 ppm, esta Ultima
corresponde al epoxido B ya que no ejerce ningun efecto directo sobre el proton H-3, en cambio
cuando es a el epoxido existe un efecto electronico a través del espacio, generando un

desplazamiento en 4.21 ppm del protén H-3; asi mismo se observa como la sefial del protén
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vinilico del compuesto 5 correspondiente al H-6 cambia su desplazamiento a bajas frecuencias,
esto debido al cambio de hibridacion, dando un juego de sefiales en 2.91 y 3.06 producto de la
mezcla de epoxidos a y B, respectivamente. De igual manera se observa en el espectro de *H el
epoxido a con una pureza del 97%, esto posiblemente debido a la ausencia de grupos donadores
0 aceptores de protones en el C-3, ya que en trabajos anteriores de nuestro grupo de
investigacion, se ha observado que cuando existe un grupo acetilo o un grupo hidroxilo da como
producto la epoxidacion con mCPBA una mezcla diastereoisomérica a: en una relacion
aproximada 8:2, esto se debe al efecto direccional de los grupos vecinos, reactividad que ha sido
cuidadosamente estudiada en epoxidaciones de alcoholes alilicos y que actualmente hay pocos
estudios en alcoholes homoalilicos (Figura 14).

Figura 13. Mecanismo de reaccion de la adiccion diastereoespecifica.
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Figura 14. Adicion diastereooselectiva de mCPBA en la diosgenina a partir del alcohol homoalilico.

Por otro lado, en el experimento de *C (Espectro 15) de este producto podemos apreciar
que en la region de 120-150 ppm han desaparecido la sefiales correspondientes al doble enlace
del compuesto 23 lo que confirma la formacion del producto, asi mismo junto con el
experimento HSQC (Espectro 16) se observan 2 nuevas sefiales de 3C, las cuales corresponden

al C-5 que no presenta ningun acoplamiento heteronuclear a un enlace por lo que se confirma
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su naturaleza cuaternaria, mientras que el C-6 si presenta dicho acoplamiento, tales sefiales se

encuentran en 66.63 ppm y 59.52 ppm, respectivamente.
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Espectro 14. RMN de 'H a 500 MHz del compuesto 24 en CDCls.

C-26
C-16 c6

Cc-22

" MMU.J'JW

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Espectro 15. Experimento de 3C a 125 MHz del compuesto 24 en CDCls.
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Espectro 16. Experimento HSQC a 500 MHz del compuesto 24 en CDCls.

e (25R)-3p-bromo-5a-espirostano-5,6p-diol (25)

La apertura del epoxido del compuesto 24 se intento con diferentes condiciones mediante
la hidrolisis clasica de epoxidos con NaOH, H2SO4 y HCI a temperatura ambiente y a reflujo,
las cuales no consumian la materia prima para la formacion del producto 25; el mejor método
para obtenerlo fue utilizando HIO4 a reflujo obteniendo un rendimiento del 92%, en la Figura
15, se muestra el mecanismo propuesto para la obtencion de dicho compuesto, la posible

formacion del epoxido B se debe a su evidencia en cromatografia de capa fina en donde se
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observa una mancha con el mismo Rf a la que se obtiene en la epoxidacién del compuesto 24

con mCPBA para dar la mezcla diastereoisomérica o:f3.

HO OH

1~ H20

HO™ It
0]

O|||
T

Figura 15. Mecanismo de reaccion de apertura del a-epdxido con HIO,.

En el Espectro 17 de 'H del compuesto 25, muestra una similitud con el compuesto 24,
pero con algunos cambios particulares; una de ellas es la sefial del H-3, la cual se desplaza
ligeramente a frecuencias altas en 4.47 ppm, esto debido al efecto del grupo hidroxilo del C-5
que ejerce un efecto electrénico a través del espacio. De igual manera el H-6 se desplaza a
frecuencias altas en 3.51 ppm, esto debido a la perdida de tension angular que generaba el
epoxido con su respectivo protdn base. En el Espectro 18 del experimento de HSQC de este
compuesto, podemos apreciar que se han desplazado la sefiales de C correspondientes al epdxido
de la materia prima a frecuencias altas, apareciendo la sefial de C-6 en 74.68 ppm vy la sefial de
C-5 a 76.86 ppm, esta ultima solapandose con la sefial de CDClIs, por otro lado para la
confirmacion de esta sefial se utilizé el Espectro 19 y el Espectro 19.1 del experimento HMBC,
la cual se observa el acoplamiento con H-6, misma que sirvi6 para identificar la sefial de H-4 en

2.65 ppm, misma gue se acopla al C-3.
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Espectro 17. RMN de 'H a 500 MHz del compuesto 25 en CDCls.
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Espectro 18. Experimento HSQC a 500 MHz del compuesto 25 en CDCls.
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e (25R)-3p-bromo-5-hidroxi-5a-espirostan-6-ona (26)

Para la oxidacion del C-6 se utilizd NBS, la cual es un agente oxidante que actualmente
se considera ideal para la oxidacion de alcoholes secundarios. En la Tabla 4, se observa que la
mejor condicion de reaccion es el experimento 3 debido a que el porcentaje residual corresponde
al compuesto 25, ya que en el experimento 1y 2, se obtiene otro producto que posiblemente se
deba a la bromacion del C-7 del compuesto 26, dicho compuesto no pudo aislarse ya que tiene
un Rf muy cercano al compuesto 7, de igual manera se calcul6 el LogPow con el modelo iLog P
usando el programa informéatico SwissADME (version 2017) de ambos compuestos [38],

presentando asi una diferencia de 0.29, la cual explica los valores cercanos de Rf.

En la caracterizacion del compuesto 26, en el Espectro 20 de 'H se observa la
desaparicion de la sefial de proton H-6, debido a la oxidacidn de este carbono, asi mismo se
observa el desplazamiento de protones H-7 de caracter diastereotopico a frecuencias altas, esto
mismo se confirmé con ayuda del Espectro 21 del experimento HMBC, en donde estos dos
protones se acoplan con una sefial de carbonilo perteneciente al C-6 en 210.9 ppm. Mientras que
en el Espectro 22 del experimento HSQC, se pudo correlacionar los carbonos y los protones
correspondientes a las posiciones 3, 16 y 26. De la misma manera se identificaron los carbonos
cuaternarios con la ayuda del Espectro 22 y la ampliacion de este (Espectro 22.1) en donde se
observan dos sefiales de carbono sin acoplamiento a protén en 109.5 y 81.5 que corresponde a
los C-22 y C-5, respectivamente. Cabe mencionar que la sefial de 109.5 ppm del C-22 es
caracteristica de estructuras espirostanicas, la cual confirma que los anillos E y F no han sufrido

apertura o modificaciones quimicas.
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Tabla 4. Condiciones de reaccion de la oxidacion del C-6 con NBS.

Experimento Equivalentes Tiempo (min) Rendimiento %
1 1.3 40 48
2 1.0 30 64
3 0.80 20 80
Agua
Me de EtOH
Metileno de EtOH
Ak,
o @ o & v £oh ot
S a a @ @ 2 Rl iy
' -—Il (=] . . . . E=] E L=] i N 1 rd .
4.8 46 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 32 3,0 ZE ZE 24 22 20 18 16 14 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4
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Espectro 20. RMN de 'H a 500 MHz del compuesto 26 en CDCls.
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Espectro 21. Experimento HMBC a 500 MHz del compuesto 26 en CDCls.
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Espectro 22.1. Ampliacién del experimento HSQC a 500 MHz del compuesto 26 en CDCls.
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Se calcul6 la conformacién de minima energia de los compuestos 25 y 26 (Figura 16),
obteniéndose asi que el compuesto 25 es el de mayor energia, lo cual explica su reactividad y el
corto tiempo de reaccion necesario para la formacion del compuesto 26, ya que este ultimo no

presenta interacciones 1, 3-dipolar entre el grupo hidroxilo del C-6 y el grupo metilo del C-10.

[ [
e ¢ . . < “
& & e &g; Ko = ol ¥ I e
| e «
" ¢ \ © ‘u“'k\ “ o~
b ob HPIY L dssietea FC
‘k'”@&‘ik\\ Qvf'& bl ¢ & ¢
\l'& \. ¢ [ L’~
i 26 25

Figura 16. Conformacién de minima energia del compuesto 26 (27.3 kcal/mol) y 25 (29.36 kcal/mol).

Actualmente, la mayor parte de la industria quimica se basa en una produccion continua
que consiste en fabricar materiales sin ninguna interrupcion pasando por una serie de eventos
en constante movimiento (reacciones quimicas, tratamiento mecanico o térmico y purificacion)
[39]. Sin embargo, en un laboratorio de investigacion, dicha produccion no se puede aplicar ya
que en algunas ocasiones no se cuenta con los recursos ni la infraestructura para llevarlo a cabo
y lo més importante es que la mayoria de las veces se requiere de la purificacion de los
compuestos de cada una de las etapas de reaccion para evitar productos no deseados. Es asi, que
surge la necesidad de implementar procesos semicontinuos, las cuales se caracterizan por tener
arranques y paradas periddicas [40]. La ruta sintética (Esquema 5) para acceder al compuesto
26, se pudo obtener en un proceso semicontinuo con un rendimiento global inferior al proceso
convencional de -17%, sin embargo, tiene la ventaja de reducir tiempo y costos. En el Esquema
13, se observa el diagrama de operaciones del proceso semicontinuo la cual evita las etapas de
purificacion de cada compuesto y solamente se procede en cada una de ellas la eliminacion de
disolvente y neutralizacion del crudo de reaccion. Ademas, en dos etapas de reaccion se recupera
la diosgenina como subproducto, por lo que esta misma puede ser reutilizada para el mismo

proceso o para la obtencién de otros compuestos de interés.
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Esquema 13. Proceso semicontinuo para la obtencién del compuesto 26.

Cabe sefialar, que no se pudo acceder a la sintesis del compuesto 22, debido a la situacién
de contingencia del presente afio, pero actualmente se conocen las condiciones de reaccion en
la apertura selectiva de los anillos E y F de compuestos espirostanicos, por lo que dicho

compuesto debera ser objeto de estudio en trabajos posteriores.

Conclusiones

e Se logré acceder a cada uno de los compuestos (23, 24, 25, 26, 38 y 47) con rendimientos
superiores al 80 %.

e Se caracterizd espectroscopicamente por RMN cada uno de los compuestos con
experimentos de 1D y 2D.

e Se implementd una metodologia para la bromacion y retencién de la configuracion del C-3
de la diosgenina por via i-esteroide.

e Se sintetiz6 una nueva familia de compuestos espirostanicos bromados en posicién 3
derivados de diosgenina.

e Se disefi6 una metodologia para la reaccion quimioselectiva de NBS para la oxidacién del
grupo hidroxilo en posicion 6 del compuesto 25.

e Se desarroll6 un proceso semicontinuo para la obtencion del compuesto 26, reduciendo

tiempos y costos pero con un rendimiento menor al proceso convencional de -17%.
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Capitulo 111

Estudios de acoplamiento molecular y evaluacién de la actividad promotora de
crecimiento vegetal.
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Antecedentes

Actualmente, el desarrollo de farmacos depende de gran medida de uso de técnicas
computacionales (in silico) que permiten procesar grandes cantidades de informacidn con gran
precision empleando diferentes modelos tedricos que contribuyen a comprender los mecanismos
de accion de principios activos 0 a mejorar las propiedades de los mismos [26]. Una de las
diferentes herramientas de estudios in silico, son los estudios de acoplamiento molecular o
docking, que tiene como objetivo la estimacion energética de un modelo de union entre dos
moléculas que generalmente consiste en interacciones proteina-ligando, dichas predicciones
deben de ser complementadas con pruebas biofisicas o bioldgicas [41]. Sin embargo, los
estudios docking han tenido éxito en el desarrollo de nuevos farmacos, por mencionar algunos
ejemplos, se encuentra el farmaco Crizotinib que fue desarrollado por Pfizer y ha sido aprobado
por la FDA para el tratamiento de pacientes con cancer de pulmén, de la misma manera el
farmaco Rilpivirina con aplicacion antiviral con el virus de VIH, la cual fue desarrollado por
Janseen Pharmaceuticals [42] [43].

En el presente capitulo, se evalud la actividad promotora de crecimiento vegetal in vivo
y el acoplamiento molecular de los nuevos compuestos sintetizados (23-26 y mezcla epimérica
19:20) y la homobrasinolida (15), con el fin de ampliar la relacion estructura-actividad de
moléculas analogas de brasinoesteroides. El estudio docking de estos compuestos se realizd
sobre los sitios activos de las proteinas Brassinosteroid Insensitive | (BRI1)-ligand-BRI1-
Associated Receptor Kinase 1 (BAK1) y Brassinosteroid Insensitive |1 (BRI1). La seleccion de
tales receptores bioldgicos, es debido al mecanismo de activacién que ocurre en dos pasos.
Primeramente, es la unién de brasinoesteroides a un surco superficial hidrofobo del receptor
BRI1 y posteriormente el complejo BRI1-brasinoesteroide induce la heterodimerizacion con
BAKZ1, por lo que la formacion de este complejo (BRI1-brasinoesteroide-BAK1) conduce a la
activacion de una cascada de sefializacion que desencadena el crecimiento y la diferenciacion
de las plantas [44] [45]. Por otro lado, se evalu6 la promocidn de crecimiento vegetal en plantas

de Allium cepa L. comunmente conocida como cebolla, midiendo tallo y raiz [46].
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Objetivos

Objetivo general:

e Evaluar la actividad promotora de crecimiento vegetal y estudios de acoplamiento
molecular de los nuevos compuestos 23-26 y la mezcla epimérica 19:20 para establecer
una relacién estructura-actividad de analogos de brasinoesteroides.

Objetivos particulares:

e Evaluar la actividad de los compuestos en plantas Allium cepa L con una concentracion
de 0.1 mg/l.

e Calcular las energias de acoplamiento de los compuestos con los sitios activos de las
proteinas (BRI1-BAK1 y BRI1) con el programa informatico AutodockVina (version
1.1.2).
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Materiales y métodos

e Elongacién de tallo y raiz de Allium cepa L.

Para medir la actividad promotora de crecimiento vegetal, se utilizaron plantas de
cebolla, a las cuales se les cort6 el tallo y raiz. Cada cebolla se coloco sobre diferentes
disoluciones de los compuestos a prueba a una concentracion de 0.1 mg/l en acetona y agua. Se
emplearon dos muestras control, las cuales fueron control negativo (C-) y control positivo (C+).
El C- se preparé solamente con acetona y agua, mientras que el C+ se prepard con una
concentracion de 0.1 mg/l de homobrasinélida (15). Cada experimento se llevo a cabo por
triplicado. Las plantas se colocaron en una cdmara de crecimiento vegetal a una temperatura de
25 + 1 °C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad con una humedad relativa
de 50-60% durante 5 dias, transcurrido el tiempo se midieron tallo y raiz de cada planta. Los
resultados se expresan como media * error estandar (ES) y el andlisis estadistico se llevé a cabo
utilizando el programa SigmaPlot 12. Para comparar diferencias significativas entre
tratamientos, se llevo a cabo un anélisis ANOVA con la prueba de Tukey, la cual se considero

como valores significativos de p-valor < 0.05.

e Estudios Docking

Para las estructuras bidimensionales de los ligandos para el estudio, se emple6 usando
ChemDraw Ultra 13 (Perkin EImer, Waltham, Ma, USA). Las coordenadas 3D de las estructuras
fueron generados y optimizados con MM: implementado en Chem3D Ultra 13. Todos los
ligandos fueron convertidos en formato PDBQT (entrada para AutoDock Vina). Las cargas en
los atomos de los ligandos, se generaron utilizando el modelo Gasteiger, los hidrégenos no
polares se fusionaron y los enlaces rotativos predeterminados se conservaron utilizando la
utilidad TORSDOF en AutoDock Tools 1.5.6 [47] [48].

Las proteinas BRI1 (Brassinosteroids Insensitive 1) y BRI1 (Brassinosteroids insensitive
1) con BAK1 (BRI1-Associated Receptor kinase 1) tienen una resolucion de 2.28 A y 3.60 A de
estructura cristalografica de rayos X con clave 3RGZ y 4AMT7E, respectivamente. Las estructuras
fueron optimizadas, utilizando el campo de fuerza PARSE y un estado de protonacién de los
grupos ionizables a pH 7 por el método PROPKA, usando Chimera 1.14 y el servidor
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PDB2PQR. El tamafio de la caja de lectura para ambos, fue de x=40, y=40, z=40 con el ligando
natural (14) cocristalizado en el centro de la caja de simulacion.

Las simulaciones de acoplamiento molecular, se realizd utilizando el programa
AutoDockVina [49]. Los sitios activos de las proteinas se mantuvieron rigidos y sin flexion. El
programa AutoDockVina predice la conformacién adoptada de los ligandos con la unién de las
proteinas (kcal/mol). Se selecciond el modo de union mas representativo de cada ligando a partir
de 25 corridas con base a la pose con mayor disposicion espacial cercana al ligando
cocristalizado. La validacion de los estudios, se realizo por el método redocking del ligando
natural con el mismo ligando cocristalizado de la proteina, utilizando el Root Mean Square
Deviation (RMSD) de tres corridas. Las representaciones 2D de las interacciones proteina-

ligando se prepararon con el programa Discovery Studio 2019.
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Resultados y discusion
e Estudios bioldgicos de promocion de crecimiento vegetal

Se evaluaron los compuestos 23-26 y la mezcla epimérica 19:20 en una relacién 60:40,
la cual se obtiene por la metodologia reportada en el capitulo uno. Desde un punto de vista
practico, el uso de mezclas en lugar de compuestos puros implica importantes ahorros en costos
y esfuerzos sintéticos, ya que los pasos de separacion no serian necesarios y la mezcla podria
ser empleada directamente.

En la Tabla 5, se observa el crecimiento promedio (tallo y raiz) por cada una de las
disoluciones de los compuestos a los 5 dias de exposicion, dichos resultados son analizados y
representados en graficas por cada tejido, tomando como referencia la homobrasindlida (15)
para ver si estos presentan diferencias significativas en la actividad promotora de crecimiento

vegetal.

En la Gréfica 1, se observa la actividad de crecimiento de tallo en cm de cada
experimento, en donde los compuestos 23 y 25 presentan mayor actividad con diferencias
significativas con respecto a la homobrasinolida (15), mientras que el resto de los compuestos
presentan mayor actividad pero no son significativas. En la Gréfica 2, se observa que todos los
compuestos poseen una menor actividad en la raiz con respecto al compuesto 15 (significativa
para el compuesto 24) a excepcion del compuesto 25 que exhibe mayor actividad pero su
diferencia no es significativa. Cabe destacar que sorpresivamente el compuesto 25 resulté ser el
mejor de todos ya que promueve el crecimiento en tallo y raiz en Allium cepa L. Actualmente,
no existen analogos espirostanicos de brasinoesteroides que contengan bromo en C-3 por lo cual
se procedio a realizar estudios de acoplamiento molecular para comprender y explicar la
actividad bioldgica con base en simulaciones de energias de modos de unién con dos receptores
biologicos de brasinoesteroides (BRI1 y BRI1-BAK1).

77



Tabla 5. Resultados de crecimiento vegetal de tallo y raiz en cm a los 5 dias de tratamiento.

Clave Compuesto Tallo (cm)  Raiz (cm)

23 3.82 0.60

24 1.80 0.52

25 3.8 1.15

26 1.82 0.74

19:20 1.78 0.72
AcO

15 1.37 0.86

C- 0.93 0.51



Gréfica 1. Actividad de los compuestos (media * error estandar) en tallo a los 5 dias de exposicién. Las barras
con * presentan diferencias significativas con respecto al compuesto 15.
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Gréfica 2. Actividad de los compuestos (media + error estdndar) en raiz a los 5 dias de exposicion. Las barras

con * presentan diferencias significativas con respecto al compuesto 15.
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e Estudios docking con la proteina BRI1-BAK1 con clave AM7E

La proteina BRI1-BAK1 esta conformada por dos heterodimeros (A-C y B-D), los
estudios docking se realizaron con cada compuesto y con el heterodimero A-C. El primer paso
fue la validacion de los parametros mediante el re-docking con el promedio de los RMSDs de
las mejores poses del ligando natural (14) con la mejor energia de acoplamiento con respecto
al ligando cocristalizado, obteniendo asi un RMSD de 0.889 + 0.051 A (Figura 17). Este
resultado indica que los pardmetros son adecuados para analizar los acoplamientos de los
compuestos 15, 19, 20 y 23-26. En la Figura 18, se observan los modos de unién de todos los
compuestos en el sitio activo del heterodimero A-C en donde se aprecia que tienen una

distribucion espacial igual a la del ligando cocristalizado.

Figura 17. Redocking del compuesto 14 (purpura) y del ligando cocristalizado (azul) en el heterodimero A-C con
un RMSD de 0.889 + 0.051 A,

Figura 18. Modos de unién de todos los compuestos en el sitio activo del heterodimero A-C.
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En la Tabla 6, se encuentran las mejores energias de acoplamiento (kcal/mol) de las
interacciones proteina-ligando de los compuestos 14, 15, 19, 20 y 23-26. Las representaciones
2D de dichas interacciones, se representan en las Figuras 19 a 26. Actualmente, existe
informacién que menciona que los aminoacidos Tyr597, Trp564, Ser647, His61 y Val62 son
forzosamente importantes para el reconocimiento de brasinoesteroides y analogos con la
proteina BRI1-BAK1 [47].

En la Tabla 7, se observan que compuestos presentan contacto con los aminoacidos
previamente mencionados y como era de esperarse los brasinoesteroides naturales (14 y 15)
cumplen con lo anteriormente sefialado, mientras que los compuestos 19, 20 y 23 tienen de 0 a

1 interaccion importante.

Sin embargo los compuestos 24 a 26 presentan dos de las cinco interacciones principales,
estos resultados no coinciden con la actividad promotora de crecimiento vegetal en las cebollas

ya que el compuesto 25 tiene mayor actividad con respecto a la homobrasindlida.

Es importante comprender que los compuestos probados en el docking se estan uniendo
al heterodimero ya formado (BRI1-BAK1) cuando en realidad la uniéon del complejo BRI1-
brasinoesteroide es lo que induce su formacidn, es asi que se optd por evaluar las energias de

acoplamiento de los compuestos con la proteina BRI1 con la clave 3RGZ.
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Tabla 6. Estructuras y energias de acoplamiento de los compuestos evaluados en el heterodimero A-C.

Clave Estructura Energia de acoplamiento (kcal/mol)

OH

14 -13.3

15 -12

19 -10.7
AcO

20 -11
AcO

23 -12.5

24 -11

25 -10.6

26 -10.5




Figura 19. Diagrama de 2D de las interacciones del complejo BRI1-BAK1 con el compuesto 14.
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Figura 20. Diagrama de 2D de las interacciones del complejo BRI1-BAKZ1 con el compuesto 15.

Figura 21. Diagrama de 2D de las interacciones del complejo BRI1-BAK1 con el compuesto 19.
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Figura 24. Diagrama de 2D de las interacciones del complejo BRI1-BAK1 con el compuesto 24.
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Tabla 7. Interacciones de los compuestos con los residuos del heterodimero A-C.

Compuesto

14
15
19
20
23
24
25
26

Figura 26. Diagrama de 2D de las interacciones del complejo BRI1-BAK1 con el compuesto 26.
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e Estudios docking con la proteina BRI1 con la clave 3RGZ

La proteina BRI1 es un mondémero que cuenta con un surco hidr6fobo que permite el
reconocimiento de brasinoesteroides con un dominio de 70 residuos (587-656) que son
indispensables para dicha union, asi mismo en la proteina cristalizada se encuentran moléculas
de agua que establecen puentes de hidrogeno entre la brasinélida cocristalizada y los
aminoacidos Hist645, Ser647, Tyr597 y Tyr599 [50]. Los estudios docking se realizaron sobre
dos proteinas preparadas, las cuales en una de ellas, se conservan las moléculas de agua
(BRI1-W) y en la otra fueron eliminadas (BR11-) con el objetivo de observar el efecto ejercido
de tales moléculas sobre los compuestos de estudio. Al igual que la proteina BRI1-BAKL, se
validaron los parametros mediante el re-docking de las proteinas BRI1-W y BRI1-,
obteniendo un RMSD de 0.505 + 0.061 A y 0.609 + 0.050 A, respectivamente (Figura 27).
En la Figura 28, se observan los modos de unién de todos los compuestos en el sitio activo de

la proteina BRI1- con una distribucion espacial igual a la del ligando cocristalizado.

Figura 27. Redocking del compuesto 14 y del ligando cocristalizado de las proteinas BR11-W (izquierda) y
BRI1- (derecha) con un RMSD de 0.505 A y 0.609 A, respectivamente.

Los aminoécidos mas importantes de la proteina BRI1 para la unién de la brasindlida
(brasinoesteroide natural con la mayor actividad biologica) estan identificados en todo el cuerpo
esteroidal. En el nacleo derivado del ciclopenta[a]fenantreno, el anillo A hace contacto ligero
con la superficie, mientras que los anillos B y C-D interaccionan con Tyr642 y Phe681-Tyr599,
respectivamente. Asi mismo, el grupo hidroxilo del C-6 forma un puente de H con Lys601 a
través de una molécula de agua intermedia. En el caso de la region de la cadena hidrocarbonada
de C-17, las interacciones mas importantes son el puente de H del grupo hidroxilo del C-23 con
Ser647 y la internalizacion del resto de la cadena en un bolsillo hidrofébico [50]. En la Figura

29, se observan las interacciones previamente sefialadas en 2D de la brasindlida (14) con las
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proteinas preparadas BRI1-W y BRI1-. Las energias de acoplamiento son de -10.9 kcal/mol
para BRI1-W y -9.7 kcal/mol para BRI11-, esta diferencia energética podria ser atribuida por las
interacciones de puentes de H de las moléculas de agua. Esto mismo, se ve reflejado con el resto
de los compuestos en las Figuras 30 a 35 (Diagramas 2D) y en la Tabla 8 (Energias de

acoplamiento).

Figura 28. Modos de unidn de todos los compuestos en el sitio activo de la proteina BRI1-.
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Figura 29. Diagrama de 2D de las interacciones del compuesto 14 con las proteinas BRI1-W (izquierda) y
BRI1- (derecha).
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Figura 30. Diagrama de 2D de las interacciones del compuesto 19 con las proteinas BRI1-W (izquierda) y
BRI1- (derecha).
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Figura 31. Diagrama de 2D de las interacciones del compuesto 20 con las proteinas BRI1-W (izquierda) y
BRI1- (derecha).
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Figura 32. Diagrama de 2D de las interacciones del compuesto 23 con las proteinas BRI1-W (izquierda) y
BRI1- (derecha).
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Figura 33. Diagrama de 2D de las interacciones del compuesto 24 con las proteinas BRI1-W (izquierda) y
BRI1- (derecha).
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Figura 34. Diagrama de 2D de las interacciones del compuesto 25 con las proteinas BRI1-W (izquierda) y
BRI1- (derecha).
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Figura 35. Diagrama de 2D de las interacciones del compuesto 26 con las proteinas BRI1-W (izquierda) y
BRI1- (derecha).
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Tabla 8. Estructuras y energias de acoplamiento de los compuestos evaluados con las proteinas BR11-W y BRI1.

Clave

14

19

20

23

24

25

26

Energia de acoplamiento (kcal/mol)

Estructura
BRI1- BRI1-W
9.7 -10.9
-9.2 -9.5
AcO
-9.8 -9.9
AcO
-12 -11.6
-11.7 -11.2
-10.4 -10.6
-10.7 -10.5
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Enla Tabla 9, se resumen los diagramas 2D de las interacciones de los compuestos 19,
20y 23 a 26 con los aminoacidos atribuidos a la unién del compuesto 14. En ella se observa que
todos los compuestos presentan interaccion con Ser647 pero no por puente de H, si no por
interacciones de Van der Waals, este resultado coincide con la estructura quimica de los demas
compuestos ya que no presentan un grupo donador de protones en posicion 23. De la misma
manera, existe una interaccion nula o parcial (no forman puentes de H) con Lys601 ya que este

aminoéacido interacciona con el grupo hidroxilo de la lactona del compuesto 14.

Tabla 9. Comparacion de las interacciones de los compuestos con los residuos de las proteinas BRI1-W y BRI 1-

Compuesto  Proteina  Tyr642 Phe681 Tyr599 Lys601 (-H) Ser647 (-H)

BRI1-W Si Si Si Si Si
e BRI1- Si Si Si Si Si
BRI1-W Si Si Si X *
o BRI1- Si Si Si X *
BRI1-W Si Si Si X *
20 BRI1- Si Si Si * *
BRI1-W Si Si Si X *
23 BRI1- Si Si Si * *
BRI1-W Si Si Si X *
2 BRI1- Si Si Si * *
BRI1-W Si Si Si X *
2 BRI1- Si Si Si X *
BRI1-W X Si X X *
20 BRI1- Si Si Si X *

Uno de los resultados mas interesantes son las energias de acoplamiento de la proteina
BRI1- con los compuestos 23 a 26 ya que estos a pesar de no presentar dos interacciones
importantes por puentes de H con Lys601 y Ser647, si muestran mas contactos con respecto al
compuesto 14 en el dominio hidréfobo con los residuos de 587 a 656 que son indispensables
para la actividad biolégica de los brasinoesteroides [50]. Esto se debe al gran numero de
interacciones hidrofdbicas que presentan en el surco superficial que domina la hidrofobicidad,
en la Figura 36 se observa la internalizacion de dichos compuestos en el sitio activo de la
proteina BRI1- mientras que en la Figura 37 se visualiza el compuesto 14 que no presenta la

misma internalizacion ni la misma cantidad de interacciones hidrofdbicas.
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Figura 36. Internalizacion e interaccion hidrofébica (lineas punteadas) de los compuestos 23 a 26 con el sitio

activo de la proteina BRI1-.

Figura 37. Pequefia internalizacion e interaccion hidrofébica (lineas punteadas) del compuesto 14 con el sitio

activo de la proteina BRI11-.
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Los compuestos 23 a 26, muestran mayor actividad de crecimiento de tallo en cebollas
a los cinco dias de exposicion con respecto a la homobrasinélida, estos compuestos presentan
en comun la presencia de un atomo de bromo en posicion C-3f por lo que surge la posibilidad
que la ausencia de grupos hidroxilos en el anillo A puede ser compensada con grupos
hidrofébicos y rigidos sobre el anillo D como lo son los espirostanos. Actualmente, existe
informacion que respalda esta interpretacion de resultados, en donde la relacion estructura-
actividad de derivados de brasinoesteroides se ve dependiente de la cadena lateral, por
mencionar un ejemplo de ello, el acortamiento o introduccién de grupos polares atenla
significativamente la actividad biol6gica [51] [52]. Asi mismo, el grupo de investigacion que
reporto el cristal de rayos X de la proteina BRI1 con clave PDB: 3RGZ, sugiere el disefio
racional de moléculas no esteroideas de naturaleza hidrofébica que mimeticen la actividad
bioldgica de brasinoesteroides [50]. En la Figura 38, se observan algunos compuestos
comerciales que surgieron del desarrollo por cribado in silico que exhiben actividad promotora
de crecimiento vegetal en bioensayos de elongacion de hipocdtilos de rabano [53].
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Figura 38. Compuestos seleccionados por estudios in silico basados en estudios de deteccidn y acoplamiento

dentro de los sitios activos de los receptores BRI1 y BRI1-BAKL.

En el analisis general de los estudios docking con las proteinas BRI1-, BRI1-W y BRI1-
BAK1, se observa que la primera presenta mayor relacion con los resultados experimentales,
por lo que dicha proteina debe ser considerada para el disefio dirigido de nuevos compuestos

con actividad promotora de crecimiento vegetal.
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Cabe destacar que los estudios docking empleados en el presente capitulo son a partir de
los compuestos sintetizados en el laboratorio, los cuales pueden sufrir biotransformaciones y
manifestar diferentes interacciones y comportamientos con la gran diversidad de receptores
bioldgicos que exhiben las plantas [54]. Sin embargo, en las pruebas bioldgicas el compuesto
25 ostenta de una actividad superior a la homobrasindlida en la elongacion del tejido vegetal en
raiz y tallo en cebollas, por lo que dicho compuesto debe ser estudiado con otras especies de

gran interés para ser candidato a estudios a nivel invernadero.

Conclusiones

e EI compuesto 25 presenta mayor actividad con respecto a la homobrasindlida en el
crecimiento de tallo y raiz en Allium cepa L. a una concentracién de 0.1 mg/I.

e Los estudios docking de la proteina preparada BRI11- exhibe mayor relacion con las pruebas
bioldgicas de crecimiento vegetal en Allium cepa L.

e Se amplié la relacion estructura-actividad de promotores de crecimiento vegetal con base a
estudios in silico de nuevas moléculas espirostanicas, los cuales presentan un gran nimero
de interacciones hidrofdbicas en el surco hidroéfobo de la proteina BRI1.

e Losestudios in vivo e in silico de los compuestos 23 a 25, revelan que la ausencia de grupos
hidroxilos en el anillo A, puede ser compensada con grupos hidrofdbicos y rigidos sobre el

anillo D en la actividad bioldgica de analogos de brasinoesteroides.
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