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Resumen Ejecutivo

Las fitohormonas desempefian un papel crucial en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Entre ellas
se encuentran los brasinoesteroides (BRS), que promueven el crecimiento y protegen a las plantas del
estrés biotico y abidtico. Estos compuestos son utilizados por sus propiedades en la agricultura para
aumentar la produccion y mejorar la calidad de los cultivos. Se han aislado mas de 80 BRs de origen
natural y mas de 100 de origen sintético. Se realiz6 la sintesis de los nuevos analogos de BRs 78a-c con
estructuras de ésteres de bencilo y sustituciones con atomos de halégenos en posiciones orto y para en
el anillo aromatico de la cadena lateral, los cuales fueron disefiados mediante un estudio in-silico de
Docking molecular. La sintesis de los nuevos analogos se realizo a partir del acido 3p-acetoxi-23,24-
bisnor-5-en-colénico (69). Estos fueron evaluados en cuanto a su potencial actividad en el crecimiento
vegetal mediante ensayos de inclinacion de ldmina de arroz (ILA) y elongacion de segundo entrenudo
de frijol (SEF), ademéas fueron caracterizados completamente midiendo sus propiedades fisicas y
espectroscopicas.

Se cuantifico una actividad biolégica inferior a la brasindlida (1) en el crecimiento vegetal, siendo el
analogo (20S)-2a,30-dihidroxy-6-0xo-5a-pregnan-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (78b) el que
presento los mejores resultados respecto a los compuestos estudiados. El estudio de Docking molecular
predijo que los andlogos con sustituciones en la cadena lateral presentan mayor afinidad en el complejo
receptor BRI1/BAKL, lo que se contradice con lo observado en los ensayos bioldgicos por lo que no fue
posible validar los estudios in-silico, para lo cual se propone realizar un espectro mas amplio de
estructuras analogas de BRs y evaluar sus actividades bioldgicas.
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Nomenclatura

Abreviaturas y siglas sintesis quimica

e AcO . Anhidrido acético.

e AcOEt . Acetato de etilo.

e AcOH : Acido acético.

e anh. . Anhidro.

¢ BRs : Brasinoesteroides.

e CC . Cromatografia en columna.

e CCF : Cromatografia en capa fina.

e DCM : Diclorometano.

e DMAP : 4-dimetil amino piridina.

e Et20 : Eter dietilico.

o Hex X Hexano.

e MeOH : Metanol.

e N2 : Nitrogeno.

e Pi . Piridina.

e T°amb. . Temperatura ambiente.

e 0,2:9.8—10:0,0 . Gradientes de polaridad en C.C.
e ADE . Agua destilada estéril.

e ILA . Inclinacion de la Lamina de Arroz.
e SEF : Segundo entrenudo de frijol.

Abreviaturas y siglas resonancia magnética nuclear

e RMN . Resonancia Magnética Nuclear.
e : Desplazamiento quimico.

e ppm . Partes por millon.

e S : Singlete.

e sa : Singlete ancho.

e d . Doblete.

e da :  Doblete ancho.

o t . Triplete.

e dd . Daoble doblete.

e dc . Daoble cuarteto.

o t . Doble triplete.

e (dd . Doblete de doble doblete.

e m : Multiplete.

o fC . Triple cuarterto.

o ] . Constante de acoplamiento.

e 2Juc y3ue :acoplamiento escalar heteronuclear a dos y tres enlaces,

respectivamente.



o ek, 2er,3JcryYer ¢ acoplamiento escalar heteronuclear a uno, dos, tres y
cuatro enlaces, C-F respectivamente.

e DEPT . Distortionless Enhacement by Polarization Transfer.

e HSQC ed. . Heteronuclear Single Quantum Correlation editado.

e HMBC . Heteronuclear Multiple Bond Connectivities.

e NOESY : Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy.

e 1D . Espectro mono-dimensional.

e 2D . Espectro bidimensional.

e *H : Asignacion intercambiable con otro hidrégeno marcado
con asterisco.

o *C : Asignacion intercambiable con otro carbono marcado con
asterisco.

Abreviaturas y siglas espectroscopia infrarrojo

e IR . Espectro Infrarrojo.
e cmt! : Frecuencia en centimetros a la inversa.

Abreviaturas y siglas espectroscopia de masas

e EMAR . Espectrometria de Masas de Alta Resolucion.
o [M] . lon molecular.
o [M+NH4]* : lon molecular + masa gas NH3 +1.

Abreviaturas y siglas acoplamiento molecular

e BRIl . Brassinosteroid Intensitive- 1.

e BAK1 : Proteina destructora del antagonista homélogo bcl-2.
e PDB . Protein Data Bank.

e OPLS4 : Optimized Potentials for Liquid Simulations.



I. Introduccién

El metabolismo y crecimiento de las plantas es un proceso complejo que involucra una variedad de
sefiales y eventos fisiologicos, muchos de los cuales son controlados por hormonas vegetales o
fitohormonas; la germinacion, el crecimiento y la floracion, siendo esenciales para el desarrollo y la
supervivencia de las plantas [1]. Estas moléculas acttian a bajas concentraciones (~10° [M]) y entre ellas
se encuentran el &cido abscisico (ABA), &cido indol-3-acético (IAA o auxina), brasinoesteroides (BRS),
citoguininas, &cido giberélico (GA), etileno, acido jasménico (JA), y acido salicilico. Cada una de estas
hormonas tiene un papel especifico en la regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas [1].

Los brasinoesteroides (BRs) son polihidroxiesteroles de origen vegetal, una clase de fitohormonas que
se caracterizan por promover el crecimiento y elongacion de las células vegetales de las plantas, ademas
de protegerlas contra el estrés abidtico y bidtico. Esta capacidad de proteccién hace que los BRs sean
un objetivo atractivo para su uso en la agricultura y la horticultura [2].

El uso de estas sustancias de forma sintética ha permitido el desarrollo de variedades, mayor produccién
y mejor calidad de frutos. Actualmente existen productos comerciales basados en hormonas vegetales,
como el &cido indolacético y la giberelina, que son utilizados para estimular el crecimiento de las plantas
y mejorar su rendimiento. Asimismo, los brasinoesteroides y sus analogos estructurales han ganado
interés dentro de la investigacion en la agricultura debido a su capacidad para estimular el crecimiento
y la resistencia de las plantas a factores abiéticos como el estrés hidrico y la salinidad del suelo [3].

El interés en la sintesis de brasinoesteroides comenzo en la década de 1980, cuando se logré aislar el
primer brasinoesteroide, llamado Brasin6lida, el cual demostro aceleracion en el crecimiento de ciertos
tipos de plantas. Desde entonces, se han logrado aislar mas de 70 BRs y se ha desarrollado un gran
interés en sus analogos estructurales para la aplicacion en la agricultura [4].

Debido a que los BRs se encuentran en concentraciones demasiado bajas en las plantas como para que
sea rentable su extraccion, se ha hecho necesario realizar la sintesis de analogos de BRs como un método
mas econdémico de obtencidn de BRs naturales y sus analogos semisintéticos [5,6].Para conseguir esta
tarea, se debe tener en consideracion el hecho de que estos compuestos poseen una estructura compleja
(10-13 centros quirales) y la presencia de diversas y una amplia gama de funcionalizaciones en su
estructura, por lo que realizar una sintesis total no parece ser un método practico de obtencion de estas
hormonas [7-9].

La solucidn a este problema radica en realizar una semi-sintesis, partiendo desde esteroides naturales
abundantes. Preferentemente se han de elegir precursores con caracteristicas estereoquimicas similares
al objetivo molecular a sintetizar y con funciones organicas en posiciones especificas que puedan ser
modificables quimicamente [5,6]. La mayoria de los compuestos precursores de cadena lateral larga son
dificiles de encontrar o tienen cadenas laterales saturadas que complican la funcionalizacion de estas.

Otra posibilidad es la de utilizar &cidos cdlicos como precursores, tales como el &cido hiodeoxicdlico y
esteroides como la serie del androstano y pregnano, de los cuales destacan la pregnenolona y la
androsterona y la pregnenolona, las cuales se encuentran de forma abundante debido a su uso en la
produccion de hormonas esteroidales farmacéuticas [5,6].



Si bien, a partir de las multiples investigaciones realizadas para determinar la actividad bioldgica de una
amplia gama de derivados de brasinoesteroides, se ha logrado definir las principales caracteristicas
estructurales de los anillos A y B que estas moléculas deben poseer, para exhibir una alta actividad de
crecimiento vegetal. Sin embargo, la funcionalidad en la cadena lateral ain no se encuentra del todo
definida. Es asi como se han reportado las sintesis de un considerable nimero de analogos con
importantes modificaciones en la cadena lateral y que han demostrado tener algln tipo de actividad en
crecimiento [10-16].

Dentro de este contexto, se propone la sintesis de nuevos analogos de brasinoesteroides (Serie 78a-c),
disefiados por un estudio de acoplamiento molecular, con estructuras de ésteres de bencilos en la cadena
lateral con sustituciones de fltor en el anillo aroméatico. Lo anterior con el objetivo de estudiar y validar
la actividad reguladora del crecimiento vegetal, predicha por el Docking Molecular, ademas de una
caracterizacién mediante técnicas espectroscépicas y de propiedades fisicas de los compuestos
obtenidos.
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Objetivos

Hipotesis

Nuevos anélogos de brasinoesteroides con estructuras de ésteres de bencilos en la cadena lateral con
sustituciones de atomos de flior en el anillo aromatico, disefiados por estudio de acoplamiento
molecular, tendrén actividad reguladora de crecimiento vegetal.

Objetivo general

Obtener nuevos analogos de brasinoesteroides sintéticos con modificaciones estructurales en la cadena
lateral; evaluar y validar la actividad reguladora en el crecimiento vegetal predicha por estudios in-silico
de Docking Molecular.

Obijetivos especificos

1.

Realizar estudios de acoplamiento molecular (Docking Molecular) de los nuevos analogos de
brasinoesteroides propuestos (Serie 78a-c).

Desarrollar una ruta sintética para la obtencion de los nuevos analogos de brasinoesteroides
potencialmente activos estudiados en el punto anterior.

Realizar la caracterizacion espectroscépica (espectro infrarrojo (IR), espectro de masa (EM) y
espectro de resonancia magnética nuclear (RMN)) y punto de fusion de los nuevos analogos.

Evaluar la actividad bioldgica de los analogos de brasinoesteroides sintetizados mediante
ensayo de inclinacién de la lamina de arroz (ILA) y/o segundo entrenudo de frijol (SEF).

Validar el estudio de acoplamiento molecular mediante un estudio de la Relacion-Estructura-
Actividad de los analogos sintetizados.
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I11. Marco Teorico
I. Fitohormonas y Reguladores de crecimiento vegetal.

Las hormonas vegetales, similarmente a las hormonas animales, son producidas a nivel celular en zonas
con mayor concentracion que otras dependiendo del tipo de hormona, actuando de forma fisioldgica a
nivel local y a muy bajas concentraciones en comparacién con otros nutrientes y vitaminas tanto en
plantas como animales, alrededor de 1x10° a 1x10° M [1]. Se pueden producir analogos sintéticos que
producen efectos fisiologicos similares a las fitohormonas naturales, cumpliendo el rol de reguladores
del crecimiento vegetal.

Las etapas de crecimiento y desarrollo de la planta estan estrechamente relacionadas y reguladas por las
fitohormonas, influyendo en procesos como la diferenciacion, metabolismo, morfogénesis y senescencia
a lo largo de todo el ciclo de vida de la planta. Al mismo tiempo tienen un rol importante en controlar
las respuestas y/o reacciones a estimulos externos como factores medioambientales tanto biéticos como
abidticos [17].

Gran parte del conocimiento actual sobre las fitohormonas y el funcionamiento que tienen en las plantas
se deben a bioensayos realizados mediante su aplicacion exdgena, sintetizando el compuesto en estudio
y observando su efecto en la especie al ser aplicado en distintas concentraciones [18]. Actualmente se
han podido identificar variados tipos de hormonas vegetales, entre las que se encuentran el acido
abscisico (ABA), é&cido giberélico (GA), auxina, acido jasménico (JA), é&cido salicilico,
brasinoesteroides (BRS), citoquininas y etileno, como se observa en la Figura 1.
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Figura 1:Fitohormonas reguladoras del desarrollo de las plantas [19].
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Las funciones fisioldgicas de las fitohormonas han sido estudiadas por varias décadas, pero ain no se
logra un entendimiento total de sus mecanismos de biosintesis, transporte y respuesta. Existen rutas
biosintéticas bien caracterizada como es el caso de ABA, BRy GA, mientras que otras ain no se definen
por completo como la auxina o JA [19].

Se ha identificado el rol de algunas fitohormonas [20], por ejemplo las auxinas influyen principalmente
en procesos de floracion, elongacion de celdas y crecimiento de los meristemos (células indiferenciadas
responsables del crecimiento permanente de las plantas); Las giberelinas participan en la germinacion
de semillas e inducen la formacion de flores y frutos; Las citoquininas retardan la caida de la hoja y el
envejecimiento e inducen la diferenciacién celular y la formacion de nuevos tejidos; El 4cido abscisico
es responsable del cierre de estomas cuando existe un déficit hidrico o bien inhibe el crecimiento vegetal
en momentos de estrés tipo biético, produciendo una especie de letargo; y por ultimo, el etileno, facilita
la maduracion de los frutos, la degradacion de la clorofila y la posterior caida de las hojas [19,20]

Existe abundante informacion fisiol6gica que sugiere que todas las fitohormonas interactdan con una o
maés hormonas adicionales y, dependiendo del caso, estas interacciones pueden provocar cambios en el
nivel o respuesta hormonal [21].

ii. Brasinoesteroides (BRS).

Los brasinoesteroides (BRs) son esteroides de origen vegetal que desempefian un papel esencial en el
desarrollo de las plantas. A nivel estructural, estos compuestos son similares a los esteroides presentes
en animales e insectos. Las plantas tienen la capacidad de sintetizar una amplia variedad de esteroides,
y se ha postulado su funcién en numerosas ocasiones. No obstante, no fue sino hasta 1979 cuando se
descubrié la funcion hormonal de los BRs en las plantas. En ese afio, se informé sobre la existencia de
una lactona esteroidal llamada brasinélida, que fue extraida del polen de Brassica Napus L. [17]. Hasta
la fecha, se han aislado mas de 81 BRs de origen natural, incluidos 5 conjugados, y mas de 137 analogos
sintéticos, en la Figura 2 se presentan algunos esteroides naturales como el BRs [22].
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Figura 2:Estructura de brasinoesteroides naturales.

En un principio, las investigaciones se centraron en las propiedades fisioldgicas de los BRs y su
mecanismo de accién. Desde el comienzo de las investigaciones en Estados Unidos, se consideré a los
BRs como compuestos prometedores debido a sus posibles aplicaciones en agricultura. Se observaron
diferentes tipos de actividades regulatorias en el crecimiento y desarrollo de las plantas, y se predijo su
valor econémico como agentes para aumentar el rendimiento de los cultivos a principios del siglo XX
[23].

La importancia de los BRs en el desarrollo de las plantas radica en su capacidad para regular una amplia
gama de procesos fisiol6gicos. Estos compuestos estan involucrados en la elongacion celular, la
diferenciacion de tejidos, la division celular, la respuesta al estrés, la floracion, la germinacion de
semillas y la maduracion de frutas. Los BRs ejercen su funcién a través de receptores especificos en la
membrana celular, lo que desencadena una cascada de eventos intracelulares que finalmente modulan
el crecimiento y desarrollo de las plantas [24].

Ademas de su rol fundamental en la biologia vegetal, los BRs también han despertado un gran interés
en la agricultura debido a su potencial para mejorar el rendimiento de los cultivos. Se ha observado que
la aplicacién de BRs puede aumentar la tolerancia de las plantas a condiciones de estrés abidtico, como
sequias, altas temperaturas y salinidad. Estos compuestos también pueden mejorar la calidad de los
productos agricolas al influir en la sintesis de compuestos secundarios, como flavonoides y fenoles [18].

Varias investigaciones han demostrado que los brasinoesteroides (BRs) generan una amplia gama de
respuestas en las plantas. Estas respuestas incluyen la elongacién de los tallos, el doblamiento de las
hojas y la epinastia, la induccién de la biosintesis de etileno y la activacion de la bomba de protones.
También se ha observado que los BRs promueven la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas, regulan la
asimilacidn de carbohidratos y su distribucion, y activan la fotosintesis [21].
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Desde el punto de vista estructural, los BRs son derivados del esqueleto del 5a-colestano, y sus
variaciones estructurales se deben al tipo y la posicion de los grupos funcionales presentes en los anillos
A/By en la cadena lateral. Estas modificaciones son resultado de las reacciones de oxidacion-reduccion
que ocurren durante la biosintesis de estos compuestos. Los BRs que tienen funciones a-hidroxi, 3-
hidroxi o ceto en la posicién C-3 en el anillo A son precursores de derivados 2a,3a-dihidroxilados
adyacentes. Aquellos con hidroxilos adyacentes 2a,3-, 28,3a-, o 28,3p- pueden ser metabolitos de los
2a,3a-dihidroxilados. En cuanto a los sustituyentes en el anillo B, los BRs se clasifican como 6-0xo
(cetona) o 6-0xo-7-0xa (lactona). En la cadena lateral, los BRs tienen dioles vecinales orientados en los
C-22 y C-23 [25,26]. En la Figura 3 Se presentan los sustituyentes y la configuracion de los anillos
posibles para los BRs.
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iii. Relacién estructura-actividad de los BRs.

Debido a que los brasinoesteroides (BRs) tienen una alta actividad biol6gica en plantas a
concentraciones muy bajas, se requiere utilizar bioensayos sensibles y especificos para medir esta
actividad y distinguirla de la de otras hormonas enddgenas. El ensayo del segundo entrenudo de frijol
(SEF) fue el primer bioensayo utilizado para monitorear la actividad bioldgica de los BRs. Junto con el
ensayo de inclinacion de la lamina de arroz (ILA), estos son los métodos mas utilizados para evaluar la
actividad de los BRs [14]. Otros ensayos bioldgicos incluyen el primer entrenudo de frijol, del epicdtilo
en frijol mungo, el de enrollamiento de la hoja de trigo, bioensayos en tomate y rabano, y de crecimiento
de la raiz de Arabidopsis thaliana [27].

Diferentes grupos han adoptado el protocolo ILA utilizando diferentes cultivares de arroz, lo cual ha
Ilevado a una variabilidad significativa en la sensibilidad de este método. Entre las 60 variedades de
arroz existentes, se seleccionaron dos cultivares, Arborio J-1 y Nihonbare, como los mas confiables en
términos de resultados. El limite de deteccién para la el brasinélida en este método es inferior a 0,1
ng/planta, y se ha encontrado que la castasterona tiene aproximadamente una octava parte de la actividad
de la brasindlida [26]. En la Figura 4 se muestra un ejemplo de la aplicacion del ensayo de ILA.
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Figura 4: Ejemplo de aplicacion del ensayo ILA en brasinélida (1) y andlogo 9.

En cuanto al ensayo del SEF, los cambios morfolégicos en las plantas tratadas (elongacion, inflacion,
curvatura y division de los entrenudos) dependen de la estructura y la dosis de los BRs aplicados. Estos
cambios se evalian mediante dos métodos: El porcentaje de elongacién en comparacion con el control
y la respuesta de crecimiento en una escala del 0 al 5. Segun este codigo, se ha concluido que los
compuestos sin grupos hidroxilo en la cadena lateral son relativamente inactivos. En general, se ha
observado que los compuestos con grupos cis-hidroxilo en C-22 y C-23 y un sustituyente alquilo en C-
24 son altamente activos, aungque con una actividad menor que la brasinélida [28]. En la Figura 5 se
muestra una imagen ilustrativa del ensayo SEF.

Second Internode

Figura 5: Imagen que muestra el efecto de elongacion del segundo entrenudo en el ensayo SEF.
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A pesar de la falta de estandarizacion de los bioensayos y las complicaciones en el anélisis de datos
debido a la amplia variedad de sustituyentes que estas moléculas pueden tener en sus anillos y cadena
lateral, asi como el tipo de fusion de los anillos A/B que poseen y que afecta la actividad de estos
compuestos en el crecimiento de las plantas, se ha logrado encontrar ciertas generalizaciones sobre las
caracteristicas estructurales que un BR debe tener para mostrar una alta actividad biol6gica en el
crecimiento vegetal [26].

Las caracteristicas que se deben presentar para observar una alta actividad se pueden resumir en: la
presencia de un grupo 2a-hidroxilo o 2a,3a-diol en el anillo A, funciones de 7-oxolactona o 6-0xo en el
anillo B, y la fusion trans de los anillos A/B. En cuanto a la cadena lateral, se ha observado que el orden
de actividad de los sustituyentes en el C-24 es CHz > C;Hs > H, y los compuestos con grupos 22R,23R-
cis-dioles muestran una mayor respuesta que los isomeros 22S,23S [29]. La Figura 6 muestra un resumen
de las funcionalizaciones mas relevantes en términos de actividad biol6gica de estos compuestos.
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Figura 6: a) Relacion Estructura-Actividad relativa en el anillo A. (b) efecto de la funcionalizacion relativa del anillo B en la

actividad bioldgica. (c) Relacion de las conformaciones espaciales del niicleo esteroidal del 5a-colestano y 5[-colestano con
fusion [30].

La relacion estructura-actividad de estos 4 puntos se describe con mayor detalle en las siguientes
secciones.
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iv. Relacion estructura-actividad respecto a modificaciones en el anillo A.

Se realizaron estudios sobre la funcionalizacion del anillo Ay su impacto en la actividad bioldgica de
las plantas, centrandose en la serie de brasinoesteroides (BRs) 28-homo [31]. Se observo que al cambiar
las posiciones de los grupos hidroxilos 2a, 3a a 2a, 3p en el 28-homobrasinolido, hubo una ligera
disminucién en la bioactividad en el ensayo ILA (Oryza sativa cultivar Arborio). Ademas, se encontrd
que el 28-homobrasindlido era diez veces mas activo que sus derivados 2-desoxi-28-homobrasinélido y
su epimero 3. Por otro lado, el 28-homotifasterol mostré aproximadamente diez veces menos actividad
que la 28-homocastasterona en el mismo ensayo, lo que indica que la sustitucion en la posicion 20 no
es esencial para la actividad biolégica de los BRs.

(o] o
2-deoxi-3B-28-homobrasindlida (10) 28-homotifasterol (11)

Figura 7: Estructuras de 2-deoxi-3$-28-homobrasindlida (10) y 28-homotifasterol (11).

Adicionalmente estos autores [31] informaron que 3-deshidro-2-desoxi-28-homobrasinolido (12) y 2,3-
didesoxi-28-homobrasinolido (13) poseen el 5% de la actividad relativa de 28-homobrasinélido (5),
mientras que la serie derivada de testerona (14) y epitesterona (15) entrega una actividad relativa 10 y
100 veces menor para 3-deshidro-28-homotesterona (16) y 3-desoxi-28-homotesterona (17) respecto a
2,3-didesoxi-28-homobrasindlido (13).

Estos resultados sugieren que el grupo 7-oxalactona juega un rol mas importante en la promocién de
crecimiento de las plantas que el grupo 6-oxo. Adicionalmente se informd una disminucién en la
actividad relativa a través de la serie 28-homobrasinélida (5), 28-homocastasterona (6), 28-
homotifasterol (11), y 28-homotesterona (8), en ILA utilizando Oryza sativa [32—38]. Los isomeros 38,
como 28-homotesterona (8) también son 10 veces menos activos que la 28-homobrasinélida (5) y 28-
homocastasterona (6), respectivamente. 3-deshidrotesterona (18), secasterona (19) y 2,3-
diepoxisecasterona (20) muestran, respectivamente, 74%, 59% y 89% de la actividad relativa de 24-
epicastasterona (4) en el ensayo ILA [32-38] (Figura 8). Estos resultados indican que la posicion 3a
seria preferible a la 3 en términos de actividad biologica.
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Figura 8: Estructuras de brasinoesteroides y analogos con diferentes funcionalidades en el anillo A.

Un interesante estudio fue desarrollado para evaluar el efecto en la actividad biolégica de un conjunto
de 2-desoxi-BRs naturales y analogos sintéticos de 28-homobrasindlida (5), 28-homocastasterona (6),
tifasterol (21) y teasterona (14) (Figura 9), al incorporar el grupo 7-oxa y 6-oxa lactona en el anillo B,
en el ensayo de la inclinacion de la lamina de arroz. Desde estos experimentos, los autores encontraron
que los compuestos 21, 14, 25, 26, 29 y 30 (Figura 9) mostraron actividades comparables entre ellos,
donde resaltan una leve mayor actividad para los compuestos 25 y 26, mientras que el resto de los
compuestos fueron menos activos. Se concluye que la introduccion de la funcion lactona 7-oxa y/o 6-
oxa, no mostré diferencias significativas en los valores observados para el ensayo de la inclinacion de
la lamina de arroz [39]. Posteriormente se informd el aislamiento de los 2-desoxi-BRs naturales 33-36.
Sin embargo, no se reportaron ensayos biol6gicos para estos compuestos [40].
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Figura 9: Estructuras de analogos sintéticos de 2-desoxi-BRs naturales obtenidos desde 28-homobrasinélido (5), 28-
homocastasterona (6), tifasterol (21) y teasterona (14).

Adicionalmente estos autores informaron que 3-deshidro-2-desoxi-28-homobrasindlida (12) y 2,3-
didesoxi-28-homobrasindlida (13) poseen el 5% de la actividad relativa de 28-homobrasinélida (5),
mientras que la serie derivada de testerona (14) y 24-epitesterona (15) entrega una actividad relativa 10
y 100 veces menor para 3-deshidro-28-homotesterona (16) y 3-desoxi-28-homotesterona (17) respecto
a 2,3-didesoxi-28-homobrasindlida (13). Estos resultados sugieren que el grupo 7-oxalactona juega un
rol mas importante en la promocion de crecimiento de las plantas que el grupo 6-0xo.

v. Relacion estructura-actividad respecto a modificaciones en el anillo B.

Los brasinoesteroides que presentan una mayor actividad biol6gica son aquellos con funcién 6-0xo-7-
oxalactona, seguidos en actividad relativa por los BRs con funcién 6-ceto. En la literatura se ha reportado
que la ausencia de una funcion de oxigeno en las posiciones C6 - C7 en el anillo B afecta negativamente
la actividad relativa de BRs, como es el caso de la 6-deoxocastasterona que muestra sélo el 1% de la
actividad relativa de la castasterona (3) [36], llegando a resultados en donde los BRs 6-desoxo son
practicamente inactivos [35]. Por otro lado, la transformacion de la 6-oxo-7-oxalactona a 6-oxa-7-
oxolactona reduce drasticamente su actividad relativa (Figura 10) [32—34,39].

6-desoxo 7-oxo-6-oxalactona 6-ceto 6-ox0-7-oxalactona

| Incremento de la actividad >

Figura 10: Efecto en la actividad bioldgica de grupos funcionales en el anillo B.
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vi. Relacion estructura-actividad respecto al tipo de fusion de los anillos A/B.

La estructura del nucleo esteroidal de BRs ha sido confirmada por calculos de orbitales moleculares,
experimentos de RMN y estudios de difraccion de rayos X, los cuales también han revelado que en la
serie 50, los anillos A y B asumen una conformacion “silla” (Figura 11). Este tipo de conformacion ha
sido también confirmada por el anillo B de 6-cetobrasinosteroide, mientras que en los 6-0xo-7oxalactona
el anillo B de 7 miembros tiende a inclinarse respecto al plano de los anillos adyacentes [28,29].

CH;, CH;

Fusion de anillos A/B trans Fusion de anillos A/B cis

Figura 11: Conformaciones espaciales del nucleo esteroidal de Sa-colestano y 5p-colestano con fusion de los anillos A/B
tipo trans (izquierda) y con fusién de los anillos A/B tipo cis (derecha).

En BRs de la serie 5B (fusion de anillos A/B cis), el anillo A también asume una conformacion “silla”,
pero se establece casi perpendicularmente al plano formado por los anillos B, C y D. Aunque BRs con
una fusion de anillo cis (configuracion 5f) atin no han sido aislados a partir de fuentes naturales, s6lo se
han sintetizado algunos analogos. La fusion cis de anillos A/B, junto con una funcién diol 2f3, 38 son
caracteristicos en los ecdisteroides [41].

La transformacion de brasinélida (de conformacion nativa Sa)) a 5B-brasinélida [42], mostré una pérdida
casi completa de la actividad relativa, medida a través de ILA que indica que la fusion trans de anillos
AJB es esencial para la actividad biolégica [43].

vii. Relacion estructura-actividad respecto a los grupos funcionales y longitud de la
cadena lateral.

La diversificacion de la cadena lateral y su importancia se reporté en el afio 1980 con la sintesis de 22,
23 diepi-28-homobrasindlida (39) y su la alta actividad biologica en ILA (Oryza sativa cultivar
Kinmaze), la que obtuvo un angulo de 120°, superando en 97° al control [44]. Los BRs 28-
homobrasinélida (5) y 28-homocastasterona (6) presentaron 100% y 87% de la actividad relativa
comparada con el brasindlida (1) y castasterona (3) respectivamente, en el ensayo ILA (Figura 12) [45].

Distintas estructuras con cadena lateral corta han sido reportadas, obteniendo resultados en pruebas de
actividad biol6gica similares a aquellas del 24-epibrasinélida (2) para algunos analogos [46,47]. Estas
variantes no han sido particularmente estudiadas por lo que ain no es claro su relacion con la actividad
promotora del crecimiento.
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Figura 12: Estructura de 22,23-diepi-28-homobrasinolida (39) y efecto en la actividad bioldgica de los sustituyentes en la
cadena lateral.

viii. Sintesis de brasinoesteroides y sus analogos.

Los brasinoesteroides (BRs) se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, abarcando
algas, helechos, gimnospermas, angiospermas, monocotileddneas, dicotiledoneas, entre otros. Estas
hormonas vegetales han despertado el interés de especialistas en diversos campos como quimica,
biologia y agricultura debido a su capacidad para promover el crecimiento vegetal cuando se aplican en
bajas concentraciones (20-50 mg/ha).

Sin embargo, dado que los BRs se encuentran en concentraciones muy bajas en las plantas, su extraccion
resulta costosa, lo que ha impulsado la necesidad de sintetizar analogos de BRs como una alternativa
mas econémica para obtener tanto los BRs naturales como sus analogos semisintéticos [48].

La sintesis total de estos compuestos no parece ser un método practico debido a la complejidad
estructural de los BRs, que poseen entre 10 y 13 centros quirales, asi como una amplia variedad de
funcionalizaciones en su estructura. Para abordar este desafio, se ha optado por la sintesis semisintética,
utilizando esteroides naturales abundantes como precursores [49].

Como se plante6 anteriormente, los requerimientos estructurales que deben poseer los BRs para
presentar actividad bioldgica se han establecido como:

e Debe contener funciones: cis 2a, 3a-glicol en el anillo A.

e Funcion 6-ceto o 7-oxalactona en anillo B.

e Fusion de anillos A/B de tipo trans.

e Enlacadena lateral se requiere de funcién glicol en los carbonos C-22 y C-23 preferentemente
con configuraciones 22R, 23R y un grupo sustituyente de tipo metilo o etilo en el carbono C-24.

Por lo que es preferible seleccionar precursores con caracteristicas estereoquimicas similares al objetivo
molecular que se desea sintetizar.

Los esteroles con un enlace doble A%, como el estigmasterol (40) y el ergosterol (43), son los precursores
més adecuados para la sintesis de analogos de BRs con C-29 y C-28, respectivamente. Sin embargo,
muchos de los compuestos precursores con cadenas laterales largas son dificiles de encontrar o presentan
cadenas laterales saturadas que dificultan su funcionalizacion. Otra opcidn es utilizar &cidos colicos,
como el acido hiodeoxicdlico (41), y esteroides derivados del androstano y pregnano.
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Entre ellos, destacan la androsterona y la pregnenolona, que son abundantes debido a su uso en la
produccion de hormonas esteroidales farmacéuticas [48]. En la Figura 13 se presentan algunos de los
esteroles mas utilizados como precursores de analogos de BRs.
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Figura 13: Precursores esteroidales naturales utilizados para la sintesis de brasinoesteroides naturales y sus analogos.

Para la sintesis de anillos A/B funcionalizados, se utilizan precursores como esteroles, pregnenolona
(44), androstenolona (45), alcaloides esteroideales y sapogininas. Existe un gran ndmero de
investigaciones dedicadas a la sintesis a partir de estos compuestos, como la funcionalizacion 2a,3a-
diol [7-9,31,41,42,50].

Para lograr la introduccion de la lactona en el anillo B desde 6-oxoesteroides, el método mas comun es
la oxidacion de Baeyer-Villiger con CF3COsH o acido m-cloroperoxibenzdico [37,47,51]. En la reaccién
se forman dos regioisomeros (derivados 7-oxolactona y 6-oxolactona), y la proporcién de estos
productos depende de la naturaleza electronica los sustituyentes en el anillo A [6,32].

La presencia de dos grupos hidroxilo en C-3 y C-6 en el acido hiodeoxicélico (41) lo presentan como
un atractivo material precursor en la sintesis de analogos de BRs [10,44].

iX. Analogos sintéticos con modificacion de la cadena lateral.

A través de multiples investigaciones, se ha logrado identificar las caracteristicas estructurales clave de
los brasinoesteroides (BRs) necesarios para exhibir una alta actividad de crecimiento vegetal. Sin
embargo, la funcionalidad de la cadena lateral atn no estd completamente definida. En consecuencia, se
han informado sintesis de numerosos analogos con modificaciones significativas en la cadena lateral,
los cuales han demostrado cierto grado de actividad bioldgica[14,16,52]. En la Figura 14 se presentan
algunos ejemplos de analogos de BRs con modificaciones notables en la cadena lateral.
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Figura 14: Estructuras de analogos de Brasinoesteroides con importantes modificaciones en la cadena lateral y con cadenas
laterales del tipo 23,24-norpregnanos, con funciones éteres, ésteres, acidos carboxilicos y amidas [30]

Respecto al tamafio de la cadena lateral, se han llevado a cabo estudios que indican las propiedades que
favorecen la actividad biol6gica. Entre ellas se incluye la presencia de una funcion C-22 hidroxilada, C-
23 hidroxilo o grupos aceptores de puentes de hidrégeno, aunque su contribucion a la actividad biol6gica
es menos relevante. Ademas, se ha observado que la introduccién de grupos atractores de electrones
(como haldgenos) en la cadena lateral y la preferencia por las ramificaciones en lugar de la elongacion
de la cadena también influyen en la actividad bioldgica [16].

La actividad bioldgica de los brasinoesteroides (BRs) de cadena corta se ha evaluado en estudios
utilizando bioensayos en el segundo entrenudo de frijol, obteniendo resultados positivos, lo que sugiere
la posibilidad de encontrar andlogos de BRs mas simples en términos estructurales sin comprometer la
actividad bioldgica [30].

Resulta interesante explorar la posibilidad de incorporar sistemas aromaticos como sustituyentes en los
analogos de BRs de cadena corta, conocidos como arilbrasinoesteroides, ya sea heterociclicos o
sustituidos en la posicién orto, meta y para del anillo aromatico. Por ejemplo, en la Figura 15 se
presentan los (22R,23R)-23-arilbrasinoesteroides p-sustituidos, m-sustituidos y polisustituidos, los
cuales contienen grupos atractores y donadores de electrones, como haldgenos y alquilicos,
respectivamente. Entre los arilbrasinoesteroides halogenados, los analogos mas activos fueron 62a, 62¢
y 62e. Ademas, se determiné que, en general, la presencia de grupos voluminosos, como fenilo, t-butilo
o metilo, disminuye la actividad bioldgica [52,53].
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Figura 15: Estructuras de arilbrasinoesteroides [26].

Se ha reportado la sintesis y evaluacion biol6gica de nuevos analogos de BRs del tipo 24-Nor colanos,
con funciones benzoato en la posicién C-23 de la cadena lateral (Figura 16) obtenidos a partir del acido
hiodesoxicélico (41) [14,28]. De esta forma, se evalud la actividad bioldgica de los compuestos 63-68
(Figura 16) utilizando el Ensayo de Inclinacion de Lamina de Arroz (ILA) y elongacion de raices en
Arabidopsis thaliana.

En estos ensayos, los compuestos 63 y 64 mostraron una actividad biol6gica similar entre ellos, a
concentraciones de 1x10%, 1x107 y 1x10° M, siendo el analogo 64 ligeramente mas activo en ILA. Sin
embargo, el compuesto 52 fue mas activo que el brasinolido (1) en todas las concentraciones evaluadas.
Mientras que el compuesto 65 fue considerablemente menos activo en el mismo ensayo, pero fue el mas
activo en el ensayo de A. thaliana [27].

Ademas, los resultados de un estudio de acoplamiento molecular (Docking molecular) para ILA sugieren
que este comportamiento podria explicarse en términos de interacciones hidrofobicas del ligando con el
receptor BRI1-LRR y después de la formacion del complejo BRI1-Ligando-BAK1 generando enlaces
de hidrdgeno del ligando con BAK1 [27].

Ademas, los compuestos 66 y 67 también se evaluaron en ILA, sin embargo, la mezcla de
diastereoisémeros 66/67 (proporcion 1:0/0,44) fue significativamente mas activa que la brasinélida (1)
a la concentracion 1x10® M. Mientras que el analogo 68 (dibenzoato) fue mucho menos activo en las
tres concentraciones evaluadas [28]. Sin embargo, se sabe que los analogos de brasinoesteroides con
fusion de anillos A/B cis son menos activos que aquellos que contienen la fusion de anillos A/B trans
[43].
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Figura 16: Analogos de brasinoesteroides del tipo 24-Nor colanos, con funciones benzoato en la posicion C-23 de la cadena
lateral.

X. Estudios in silico de acoplamiento molecular (Molecular Docking).

Variados estudios, sumados a aproximaciones bioquimicas recientes han logrado desentrafiar varios
aspectos de la sefializacion de BRs, entre ellas destacan las vias de sefializacion necesarias para la
regulacién del crecimiento y desarrollo de las plantas, basadas en la identificacion de los blancos directos
de las proteinas BRASSINAZOLES-RESISTANT1 (BZR1) y BR-INSENSTIVEl (BRI1)-EMS-
SUPPRESSOR1(BES1)/BZR2, las cuales son los receptores de BRs involucrados en la actividad de
crecimiento vegetal [54].

Los BRs se perciben en la superficie celular mediante la unién directa al dominio extracelular (ECD)
del receptor de membrana BR-INSENSITIVEL (BRI1), perteneciente a la familia de receptores tipo
kinasa (RK) con unidades repetidas en leucina (LRR-LRK), caracterizadas por un dominio LRR
extracelular, un segmento de un paso transmembrana, y un dominio kinasa citoplasmatico intracelular
[13,55].

La obtencidn de la estructura cristalina del receptor BRI1 tanto en su forma libre como unido a
brasindlida (1) mediante cristalografia de rayos X [56,57], ha permitido generar la estructura terciaria
de BRI1, elucidar que region y aminoacidos forman el sitio de unioén de BRI1 y como interactian con
regiones especificas de la brasinélida (1) (Figura 17), ademas, demostrar que la unién de brasinélida (1)
facilita cambios conformacionales que permiten la asociacion con BAK1 [56-58].
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Figura 17: Complejo BRI1-BAK1 co-cristalizado con brasinélida (Cédigo PDB: 4M7E).

La estructura del dominio de la unién ligando-receptor tiene forma de superhélice (Figura 18) compuesta
de una secuencia de sefial N-terminal, seguida de unidades de leucina repetidas (25 LRR) retorcidas,
creando un empaquetamiento de forma de herradura con un didmetro interno de 30 A [57]. Un dominio
de isla de 70 aminoéacidos entre los LRR-21 (Ser561-GIn583) y el LRR-22 (Asn653-Ser677) se pliega
hacia el interior de la superhélice, creando un bolsillo en la superficie donde se unen los BRs [13].

Figura 18: Vista lateral del receptor BRI1 sin unirse a la al brasinélida (1) en azul se muestra el extremo N-terminal y C-
terminal y en amarillo se muestra el dominio isla B. Vista superior del receptor BRI1 sin unirse a brasinélida (1). C.
Interaccion del dominio d del dominio de insercion con la superficie concava [57].

Un mondémero de BRI1 se une a una molécula de brasinélida (1) en un bolsillo hidrofébico situado entre
el dominio de union y el lado céncavo. Tanto el dominio isla como parte de las repeticiones de leucina
retorcidas (LRRs) de la superhélice contribuyen a la formacién del sitio de unién. La interaccion entre
brasindlida (1) y el sitio de unién puede ser analizada en diferentes partes de la molécula.

El anillo A tiene una participacion leve en la interaccion, mientras que el anillo B interactta de manera
hidrofébica con el aminoacido apolar Tyr642. EI atomo de oxigeno del carbonilo en C-6 actlia como
aceptor de puente de hidrégeno con una molécula de agua, que también forma un puente de hidrégeno
con el a&tomo de oxigeno del grupo hidroxilo de Tyr599. Los anillos C y D se intercalan entre dos
aminoacidos apolares, Phe681 y Tyr599.
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Los grupos metilo en C-18 y C-19 se acoplan a dos cavidades en la parte inferior del bolsillo de union,
mientras que la parte opuesta de estos dos grupos metilo se orienta hacia el entorno del solvente. La
cadena lateral alquilica encaja en un bolsillo hidrofébico de tamafio pequefio, que no permite la presencia
de grupos voluminosos. Este bolsillo esta formado por residuos de aminoécidos apolares como 11e563,
Trp564, Met657 y Phe658. Los 4&tomos de carbono desde C-24 hasta C-28 se encuentran completamente
enterrados en el surco hidrofobico.

La funcion cis-diol en C-22 'y C-23 es expuesta al solvente, y el grupo hidroxilo en C-23 forma un puente
de hidrogeno con Ser647. La funcidn cis-a-diol en C-2 y C-3 también es expuesta al solvente. La parte
de la molécula de brasinolida (1) que esta expuesta al solvente desempefia un papel importante en la
interaccion con el co-receptor BAK1, como se muestra en la parte inferior izquierda de la Figura 17.

Respecto a estudios de Docking Molecular en arilbrasinoesteroides, cabe destacar la investigacion
realizada por Korinkova, et al., quienes analizaron una serie de nuevos analogos de BRs sintetizados
con el fin de comparar los resultados obtenidos en estudios bioldgicos, obteniendo una correlacion
directa entre la afinidad predicha por los estudios de Docking molecular y los resultados de actividad
biolégica observados en las pruebas realizadas (bioensayo de inhibicion del guisante y la prueba de
sensibilidad de la raiz de Arabidopsis) [53].

En otro estudio realizado por Kvasnica et al., se sintetizaron diez derivados monohidroxilados del acido
3pB-acetil-23,24-bisnor-5-colenico (69), los cuales fueron evaluados en el ensayo del Segundo Entrenudo
del Frijol (SEF) utilizando 24-epibrasindlida (2) como control positivo, y luego se realizo el estudio de
acoplamiento molecular (docking) de todos los compuestos evaluados [13,52]. Los analogos de BRs
monohidroxilados fueron débilmente activos en el bioensayo del Segundo Entrenudo de Frijol (SEF),
solamente la mejor actividad observada fue de 17,1 mm, donde se aplicé una cantidad de 102° mol por
planta.

Dentro de estos estudios de Docking Molecular, es posible asociar un valor de medida de la afinidad de
los ligandos con el sitio activo, conocido como Docking Score, permitiendo relacionar las estructuras
de los analogos con su potencial efecto bioldgico. De esta forma se puede conocer, de forma preliminar,
gué compuestos de toda la serie son mas llamativos de estudiar y por ende sintetizar, lo que ayuda a
optimizar recursos y tiempo al no considerar los compuestos de la serie con baja afinidad/actividad
potencial, estimando la energia liberada al formarse los complejos ligando-BRI1 (receptor libre) y
ligando-BRI1-BAK1(receptor BRI1 unido a su correceptor) [49,59].

A raiz de la informacion presentada en este marco teorico, y considerando las diversidades estructurales
de los analogos de brasinoesteroides y sus efectos en la actividad biolégica de crecimiento vegetal, se
propone la sintesis de nuevos andlogos de BRs, que contengan las siguientes caracteristicas
estructurales:

e Cadena lateral del tipo 23,24-bisnorcolanicos, con grupo benzoato en C-23.
Funcion 2a,3a, glicol en el anillo A.

Fusion de anillos A/B del tipo trans.

Funcion cetona en el anillo B.
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Estos nuevos analogos seran preparados desde acido 3B-acetil-23, 24-bisnor-5-célenico (69).
Adicionalmente, seran evaluados en el ensayo de Inclinacion de la L&mina de Arroz (ILA) y en el ensayo
del Segundo Entrenudo de Frijol (SEF). Adicionalmente, los resultados seran analizados por estudios
in-silico de Docking molecular, a modo de establecer una Relacion-Estructura-Actividad con el fin de
validar dicho estudio con los resultados obtenidos de los ensayos biol6gicos. Se propone la sintesis de
los anélogos 78a-c, determinados de forma preliminar por un estudio in-silico de acoplamiento
molecular (Molecular Docking) para una serie mas amplia de analogos, siendo los que presentan
resultados méas prometedores en cuanto a Docking Score. En la Figura 19 se presenta la serie de andlogos
que se obtendran a partir de acido 3pB-acetoxi, 23, 24-bisnorcolénico (69).
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Figura 19: Nuevos anélogos de brasinoesteroides propuestos para la semi-sintesis.
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IV. Metodologia
i. Metodologia sintesis quimicas

Se utilizara el acido 3B-acetil-23, 24-bisnor-5-célenico (69) como material de partida, que esta
disponible en el mercado, posee un costo relativamente bajo, y tiene las funciones organicas en
posiciones adecuadas para las transformaciones quimicas necesarias que permitira la obtencion de los
nuevos analogos de la serie 78a-c.

En una primera etapa se procedera a la obtencion de intermedio avanzado 76, desde acido 3B-acetil-
23,24-bisnor-5-colénico (69), siguiendo la ruta de sintesis indicada en el Figura 20, la cual se resume a
continuacion: Tratamiento de 69 por esterificacion con CH2Ny, producira el derivado esterificado 70
[60]. Saponificacion selectiva del grupo acetato en C-3 con el sistema KHCO3/MeOH/H,0 bajo reflujo
permitird la obtencion del derivado 71 [60]. Posteriormente el grupo hidroxilo en posicion C-38, se
tosilara con p-TsCl/piridina/ DMAP/CH,CL., lo que permitira la obtencion del derivado 72 [60]. Desde
aqui en adelante se procedera con el procedimiento clasico Ilamado transposicion de isoesteroide,
aplicada ampliamente para esteroides del tipo 54-3pB-tosilo o 5*-3B-mesilo [60,61]; la cual consiste en
realizar una reaccion de solvolisis del tosilato 72 con AcOK/acetona bajo condiciones de reflujo, que
permitira la introduccién del grupo hidroxilo en C-6 y la formacion del anillo de ciclopropano en
posicién C-3 y C-5 (3,5-cicloesteroide) generando el compuesto 73 [60-62]. La funcion hidroxilada en
C-6 serd oxidada a cetona mediante el uso de clorocromato de piridinio (PCC) o reactivo de Jones en
CH.CI; y acetona [60,63], obteniéndose el intermediario 74, cuyo anillo de ciclopropano sera abierto
mediante el tratamiento con Bromuro de Litio (LiBr) en N,N-dimetilacetamida en presencia de tosilato
de piridinio bajo condiciones de reflujo para formar el alqueno 75 [60] (Figura 20). La funcion
carboxilato de metilo se transforma en acido carboxilico mediante una saponificacion en un sistema
KOH/MeOH/H,0 bajo reflujo, obteniendo el &cido 76 [14].

Con el intermediario avanzado 76 se sintetizara la serie 77a-c disolviéndolo en MeOH, agua y DMF,
agregando Cs,COs junto con el bromuro de bencilo correspondiente al compuesto a sintetizar de la serie;
el alqueno obtenido seré purificado en columna usando SiO, con una mezcla de Hexano / AcOEt /
MeOH como eluyente [64]. Finalmente, se someten los alquenos obtenidos a una reaccion de
dihidroxilacion de Sharpless, obteniendo la serie 78a-c; los dioles obtenidos seran purificados en
columna usando SiO; con una mezcla de Hexano / AcOEt / MeOH como eluyente [52]. Adicionalmente,
se realiza la misma reaccion de dihidroxilacion de Sharpless al compuesto 75, obteniendo el diol 75°,
de esta forma se puede comparar el efecto de las sustituciones en la cadena lateral de la serie 78a-c
respecto a 75 en los estudios de docking molecular y evaluaciones bioldgicas.
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Figura 20: Ruta de sintesis para la obtencion de la serie 78a-c, desde acido 3 -acetoxi-23,24-bisnor-5-colénco (69).
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ii. Métodos de caracterizacion

Puntos de fusion (PF): Los puntos de fusion seran medidos utilizando el equipo StuartTM melting point
apparatus SMP3, el cual posee un bloque de calefaccién que acomoda 3 tubos capilares. Para el control
de temperatura, el aparato cuenta con sensores Pt100. La calefaccion es programable, con opciones de
calentamiento rapido a 10°C/min a unos pocos grados del punto de fusién esperado y asi como también
cuenta con velocidades de rampa mas lentas.

Espectros de infrarrojo (IR): Los espectros IR seran registrados en un espectrémetro Thermo® Nicolet
6700, y se mediran en discos de KBr. Las frecuencias de absorcion seran expresadas en nimero de onda
(cm™).

Espectros de Masas de Alta Resolucion (HRMS-ESI), se registrardn en un espectrometro Bruker
Daltonik. El anélisis de los productos de reaccion se realizé con los siguientes parametros relevantes:
temperatura seca, 180 °C; Nebulizador 0,4 Bar; Gas seco, 4 L/min; y voltaje de pulverizacion, 4,5 kV
en modo positivo. Las mediciones de masa precisas se realizaron con un poder de resolucién de: 140.000
FWHM en el rango m/z 50-1300.

Espectros de resonancia magnética nuclear (RMN): Los espectros (*H-RMN, *C-RMN, DEPT-135,
2D-HSQC y 2DHMBC) seran registrados en un espectrometro digital Bruker Avance NEO 400. Las
mediciones seran llevadas a cabo utilizando como solvente cloroformo deuterado (CDCls) al 99,8% o
metanol deuterado (CDsOD) al 99,8%. Los desplazamientos quimicos (8) seran expresados en partes
por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). Como referencia se utilizara el
desplazamiento quimico de las sefiales residuales para los espectros de *H: § CDCl; = 7,26 ppm, &
CDs0Dg) = 3,30 ppm, § CD30Dy) = 4,78 ppm; y las sefiales para los espectros de **C: § CDCl; = 77,00
ppm y 6 CD30D = 49,0 ppm.

iii. Metodologia evaluaciones biol6gicas

El estudio de los efectos de los nuevos analogos de brasinoesteroides sobre el crecimiento de plantas
seran realizados con la colaboracion de la Dra. Katy Diaz Peralta, en el laboratorio de pruebas bioldgicas
perteneciente al Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso,
Chile.

a) Ensayo de inclinacion de ldmina de arroz (ILA)

Para determinar la actividad sobre la elongacion de la lamina de arroz de los andlogos de BRs se
utilizaron semillas de arroz (Oryza sativa) variedad Zafiro facilitadas por el Instituto de Investigaciones
Agropecuarias, INIA-La Platina. Las semillas se lavardn y se dejardn en remojo con agua destilada
estéril durante 24 horas, luego se sembraran en sustrato/perlita/vermiculita (3:1:1).

Una vez que las plantas alcancen el tamafio ideal para obtener el segundo entrenudo de la lamina, se
cortaran los segmentos de la hoja, que consiste en la segunda lamina foliar (5 cm de largo) y la segunda
lamina conjunta y la vaina (4 cm de largo), estos segmentos se incubardn en 60 mL de agua destilada
estéril y se probaran a distintas concentraciones de brasinélida (1) y andlogos de BRs (10, 107, 10 M)
y control negativo solo llevara agua.
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Después de incubar durante 48 horas a 25°C en oscuridad, la magnitud de la apertura del &ngulo se
medira entre la hoja y la vaina [27,65]. (Version modificada de Wada et al., 1984 [66]). El control
positivo utilizado sera brasinélida (1) (APE*BIO®). Los resultados fueron expresados como el
promedio del tratamiento + la desviacion estandar. Para la significacion estadistica se utiliza la prueba t
de Student. Se obtuvieron datos de n=6-12 repeticiones.

b) Ensayo del segundo entrenudo de frijol (SEF)

Se germinaran semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L., var. Pinto) durante dos dias y se plantaran las
semillas seleccionadas en macetas que contengan perlita y solucién de Hoagland modificada (a
concentraciéon media y pH = 5,7). Las macetas se pondradn en una cdmara de crecimiento con luz
controlada (25-27 °C, con luz de 48 W/m?, en periodo claro/oscuro de 16h/8h). Se trataran grupos de
ocho plantulas de frijol de 7 dias de edad con segundos entrenudos de 1-2 mm de largo, a una
concentracion de los compuestos de 10 M, los cuales seran evaluados en 2 pl de lanolina. Las plantas
de control se trataran solo con lanolina. Las medidas se realizaran después de 5 dias. La diferencia entre
la longitud del segundo entrenudo de las plantas tratadas y de control se usard como una medida de la
actividad [60].

Al igual que para el ensayo de ILA, los resultados fueron expresados como el promedio del tratamiento
+ la desviacion estandar, utilizando para la significacion estadistica la prueba t de Student, considerando
datos de n=6-12 repeticiones.

iv. Metodologia de estudios in-silico de relacion estructura-actividad (Docking
molecular).

Para definir preliminarmente cuales analogos de la serie seran los que presentan mayor afinidad de unién
en el sitio activo de la proteina receptora, se llevd a cabo un estudio de acoplamiento molecular de la
activacion inducida por brasinolida (1) sobre la estructura cristalina del complejo BRI1-BAK1 (PDB
4MTE) utilizando el software Maestro Schrondinger 13.1.

Las coordenadas de rayos X de las proteinas en complejo con sus ligandos se extraen del Banco de datos
de proteinas. Las estructuras PDB se preparan para el acoplamiento utilizando Protein Preparation
Workflow. El receptor se optimiza usando campos de fuerza OPLS4 antes del estudio Docking. Los grid
se generan utilizando las proteinas preparadas, con las rejillas de acoplamiento en el centro de cada
ligando ubicado en la proteina. Los ligandos se generan en ChemDraw 2D y 3D, los que luego se
preparan utilizando LigPrep implementado en Maestro 13.1. Los ligandos se acoplan utilizando el
protocolo de acoplamiento XP sin restricciones y un factor de escala de radio de 0.80 van der Waals
(vdW) y 0,15 corte de carga parcial. Las posturas de ligando generadas se evaltan con funcion de
puntuacion empirica. Docking score se utiliza para como parametro comparativo para estimar la afinidad
de union y clasificar los ligandos [67,68].

Se estudiard una serie de andlogos con diferentes sustituyentes, y serdn comparados con la brasinélida
(1) junto a él analogo 75°, en el bolsillo hidrofobico de la superficie de union a brasindlida (1) ya
cristalizado en la proteina PBD para determinar el patrén de unién probable, las interacciones clave
dentro del sitio activo, asi como la aproximacion de la energia libre de unién de cada uno de ellos.
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Para validar el procedimiento de acoplamiento, se retird6 manualmente el ligando cristalizado y se volvio
a acoplar en el sitio activo utilizando el mismo protocolo, incluidos los pardmetros de cuadricula que no
se modificaron en el proceso. Esto se hizo para asegurar que el ligando se une exactamente a la hendidura
del sitio activo. A continuacion, el complejo reacomodado se superpuso al co-cristalizado de referencia
y se calcul6 la desviacion cuadratica media (RMSD). EI RMSD del ligando indica que tan estable es el
ligando respecto a la proteina y su bolsillo de unién, por lo que se selecciond como criterio para evaluar
la estabilidad de los sistemas unidos al ligando que este no supere el valor de 2 A para asegurar una
unién en el sitio activo similar al ligando cristalizado. A continuacidn, se llevo a cabo una agrupacién
de poses a partir del docking basandose en los valores de RMSD y los valores de docking score de cada
una de las poses obtenidas.

v. Materiales y equipos para la sintesis orgénica

a) Solventes

Los solventes utilizados fueron adquiridos desde Sigma-Aldrich, Merck y Fluka A.G. en grado analitico
(p.a.). Solventes de grado técnico purificados por destilacion y posterior secado con sulfato de sodio
anhidro (NazSQ.) y/o sulfato de magnesio anhidro (MgSQ.).

e Acetato de etilo, CH3COOC;Hs, Merck (EMSURE) (destilacién a 77° C).
e Acetona, Sigma-Aldrich

e Benceno, CsHs, Merck, (EMSURE).

e Cloroformo deuterado 99,96 atom % D, CDClIs, Sigma-Aldrich.

e Cloroformo, CHClI3, Merck (EMSURE).

e Diclorometano, CH.Cl,, Merck (EMSURE) (destilacion a 40° C).

e 1.4-DioxanO, ACS reagent, >99.0%, Merk.

e Eter dietilico, (C2Hs)O2, Merck (EMSURE).

e Eter de petroleo, MTEDIA.

¢ Hexano, CH3(CH.)4sCHs;, Merck (EMSURE) (destilacidn entre 60° a 80° C).
e Metanol, CH;OH, Merck (EMSURE).

e Metanol deuterado 99,8 atom % D, CD3;0OD, Sigma-Aldrich.

b) Insumos

e Bicarbonato de sodio, NaHCOs, Merck.

e Cloruro de sodio, NaCl, Merck (EMSURE).

e Cromatoplacas de silicagel 60 F254 Merck.

e Papel filtro 125 mm, Filtros Anoia S. A.

e Papel pH, Prolabo.

e Silicagel para cromatografia en columna (0,040-0,063 mm), MERCK.
e Silicagel 60 para cromatografia en columna (0,063-0,200mm) Merck.
e Sulfato de magnesio anhidro, MgSQO4, Merck (EMSURE).

e Sulfato de sodio anhidro, Na,SO4, (Merk)
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¢) Reactivos

e Acido 3p-acetil-23,24-bisnorcolénico p.a, 96%, Steraloids Inc.
e Acido sulfarico, técnico, 98%, 1,84 g/mL.

e Acido clorhidrico, p.a, 37%, 1,19 g/mL, MERCK.

e Anhidrido acético, BDH.

e Borohidruro de sodio, p.a, 98%, MERCK.

e Cloro cromato de piridina (PCC), p.a, 98%, SIGMA ALDRICH.
e 4-dimetilaminopiridina (DMAP), Merck.

e N-metilmorfolina N-6xido, p.a, 99%, MERCK.

e Piridina, p.a, FLUKA.

e NaHCOs;, Aldrich.

e Carbonato de potasio 15% p/v.

e Solucion reveladora H,SO4 10% viv.

e Acido clorhidrico 2,5% v/v.

e Acido clorhidrico 10% v/v.

e Tetradoxido de osmio, 4% v/v, MERCK

e p-clorobenzoato de piridinio (DHQD-CLB), Merk.

e Metansulfonamida, Merk.

e Hexacianoferrato de Potasio, Merk.

e Tetraoxido de Osmio, Sigma Aldrich.

d) Cromatografia de capa fina (TLC)

Se utilizaron placas cromatograficas de Silicagel Merck 60F 254. Fueron eluidas con mezclas de acetato
de etilo y hexano en proporciones adecuadas para cada muestra. Los cromatogramas se revelaron en luz
ultravioleta (UV 365 nm) y por pulverizado de la placa con una solucién acuosa de acido sulfurico al
10%, con posterior calcinacién sobre una placa calefactora.

e) Cromatografia en columna

Se realizaron con Silica gel Merck 60 (0,032 -0,063 mm) o Silica gel 60 Merck (0,063- 0,2 mm). Los
eluyentes fueron mezclas de acetato de etilo y hexano aplicadas en diferentes gradientes de polaridad y
se indican en cada caso. Para compuestos considerablemente polares, se afiade una fraccion de metanol
al eluyente de la columna.
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vi. Materiales y equipos de pruebas bioldgicas

Los materiales y reactivos utilizados para realizar las evaluaciones bioldgicas de los analogos de BRs
se detallan a continuacion:

e Como control positivo se utilizd el compuesto Brasindlida (1), CzsHasOs, adquirido desde
APE BIO, Boston , MA, USA.

e Los fungibles principales fueron materiales de plasticos como placas petri, tubos eppendorf y
falcén y puntas de micropipeta P10, P200, P1000 y P5000.

e Los materiales utilizados para llevar a cabo la siembra de las plantas fueron sustrato, perlita,
vermiculita, macetas y bandejas.

Los equipos utilizados fueron:

e Camara de crecimiento de plantas, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y
fotoperiodo.

e Gabinete de bioseguridad Tipo Il NUARE®.

e Lupa estereoscOpica Marca Leyca con camara fotogréfica incluida para el registro de los
resultados cualitativos de los &ngulos de inclinacién en la lamina de arroz.
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V. Resultados
i. Estudios in-silico de Docking Molecular

Los resultados de afinidad de unién entre el ligando y el receptor se presentan en las Tablas 1y 3, para
el receptor BRI1 y el complejo BRI1-BAK1 respectivamente. Se plantean estos dos casos de receptores
ya que interesa conocer la afinidad inicial de unién entre el ligando y BRI1, siendo este el primer proceso
de union que ocurre para luego unirse a la coproteina BAKL1. Las interacciones intermoleculares entre
los amino&cidos del sitio activo del complejo receptor-correceptor y cada uno de los ligandos se
presentan en las Tablas 2 y 4, para el receptor BRI1 y BRI1-BAK1 respectivamente.

En el Anexo 1 se presentan imagenes 3D de cada ligando en el sitio activo en el receptor BRI1 y el
complejo BRI1-BAK1. Adicionalmente, en el Anexo 2 se presentan imagenes 2D de las interacciones
entre los aminoacidos del sitio activo y cada ligando para los receptores BRI1 y BRI-BAKL.

Tabla 1: Valores de afinidad entre el complejo receptor BRI1 y los analogos analizados por Docking Molecular.

Ligandos BElglelr-g Ll?gr;]:c]i.o RI(\'/SD
(kcal/mol)

1 -12,525 0,924
78a -10,596 0,744
78b -10,583 0,709
78c -9,485 0,690
75' -8,222 0,864
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Tabla 2: Interacciones intermoleculares entre el sitio activo del complejo receptor-correceptor BRI1 y cada uno de los
analogos estudiados.

Interacciones de caracter Interacciones de caracter
Ligandos hidrofilico hidrofébico
(Puentes de Hidrogeno) (Fuerzas de London)

ILE706, ILE682, PHE681, PRO648, ILE592, ILE540, ALAS39,
1 ASN705, SER647 TRP564, ILE563, LEU615, TYR642, TYR599, TYRS597,
PHE658, MET657

VALG62, ILE706, PHEGO, ILE682, PHEG81, PRO648, MET657,
78a ASN705, SER647, TYR597 TYR642, TYR599, TYRS597, LEU615, ILE540, ILE5S92,
TRP564, ILE563

ILE706, ILE682, PHE681, PHE60, MET657, PRO648,
78b ASN705, SER647 LEUG615, TYR642, TYR599, TYRS597, TRP564, ILE563,
ALAS539, ILE540, ILER92

VALG62, ILE706, PHEGO, ILE682, PHEG81, PRO648, MET657,
78c ASN705, SER647 ILES92, TYR642, TYR599, TYR597, LEU615, TRP564,
ILE563, ILE540, ALA539

ILE706, ILE682, PHE681, MET657, PHEG58, TRP564,
75' ASN705, SER647 ILES63, ILE592, ILE540, TYR599, TYR597, TYR642,
LEUG615, PRO648

Tabla 3: Valores de afinidad entre el complejo receptor BRI1-BAK1 y los analogos analizados por Docking Molecular.

Ligandos BRI E/nBeAr\?Z—T:g{;\ndo RI(\'/SD
(kcal/mol)

1 -14,719 0,980
78a -15,618 0,643
78b -13,891 0,500
78c -13,847 0,449
75' -13,637 0,788
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Tabla 4: Interacciones intermoleculares entre el sitio activo del complejo receptor-correceptor BRI1-BAK1 y cada uno de
los analogos estudiados.

Interacciones de caracter Interacciones de caracter
Ligandos hidrofilico hidrofébico
(Puentes de Hidrogeno) (Fuerzas de London)

VALG62, ILE706, PHE6GO, TRP59, ILE682, PHE681, PHEG58,
1 HIS61, ASN705, SER647 MET657, LEU615, ILE563, TRP654, ILE540, ILES92,
PRO648, TYR642, TYR599, TYR597

VALG62, PHEGO, TRP59, ILE706, ILE682, PHE681, PHE6G58,
78a HIS61, ASN705 MET657, TYR642, TYR599, PRO648, TYR597, ILES63,
ILR592, TRP564, LEU615, ILE540

VALG62, PHEGO, TRPS9, ILE706, ILE682, PHE681, TYR642,
78b HIS61, ASN705, SER647 PHEG58, MET657, TRP564, PRO648, TYR599, TYR597,
LEU615

TRP59, PHE6O, VALG62, ILE706, PHE681, ILE682, TYR642,
78c HIS61, ASN705, SER647 PHEG58, MET657, TRP564, PRO648, TYR599, TYR597,
LEU615

MET727, VAL62, PHEGO, TRP59, ILE706, ILE682, PHEG81,
75' HIS61, ASN705 PHE658, MET657, TRP564, TYR642, TYTS599, TYRS597,
LEU615

ii. Sintesis de compuestos

Se presentan los resultados de procedimiento, rendimiento de reaccién y caracterizacion de los
compuestos mencionados en el esquema de reaccion propuesto (Figura 20). Adicionalmente, en el
Anexo 3 se presenta el detalle de los resultados espectroscdpicos obtenidos.

a) Sintesis de (20S)-3p-acetoxi-5-pregnen-22-carboxilato de metilo (70).

V
7,
7, ///
%,

COzH “ —~CO,CHj

CH5N,
B ————

Eter

AcO 69 AcO 70
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A una solucion del acido 3B-acetil-23,24-Bisnor-5-célenico (69) (5,00 g, 12,87 mmol) en 50 mL de una
mezcla (1:1) de éter:CH,Cls, se le adiciond 300 mL de solucion de diazometano (CH2Ny) en éter. La
mezcla de reaccion se dejo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 2 h. El fin de la
reaccion se verifico por TLC. Una vez finalizada la reaccion, la mezcla se concentr6 a sequedad bajo
presion reducida. El s6lido se recristalizé con un sistema de éter/CH.Cl, (1:1).

El compuesto 70 (5,18 g, 12,87 mmol, 99.9% de rendimiento) se obtuvo como un sélido blanco (p. f. =
147.9-152.8 °C (144-146 °C, [60])). IR vmax (cm™): 3060 (=C-H); 2938 (-CHj3); 2898 (-CH-); 2848
(CH2-); 1734 (C=0); 1715 (C=0); 1466 (CH,-); 1386 (CHs-); 1262 y 1065 (C-O). *H-RMN (400,1
MHz, CDCls): & (ppm) = 5,36 (1H, da, J = 5,1 Hz, H-6); 4,63-4,55 (1H, m, H-3); 3,64 (3H, s, OCHj3);
2,42 (1H, ca, J = 10,8 y 6,9 Hz, H-20); 2,02 (3H, s, CH3CO); 1,19 (3H, d, J = 6,7 Hz, H-21); 1,01 (3H,
s, H-19); 0,68 (3H, s, H-18). *C RMN (100,6 MHz, CDCls): & (ppm) = 177,30 (C-22); 170,51
(CHsCO); 139,62 (C-5); 122,47 (C-6); 73,90 (C-3); 56,22 (C-14); 51,31 (OCHs); 52,84 (C-17); 49,93
(C-9); 42,46 (C-13); 42,38 (C-20); 39,47 (C-12); 38,08 (C-4); 36,96 (C-1); 36,56 (C-10); 31,84 (C-7);
31,79 (C-8); 27,73 (C-2); 27,12 (C-16); 24,31 (C-15); 21,42 (CHsCO); 20,93 (C-11); 19,29 (C-19);
17,11 (C-21); 12,00 (C-18). Los datos espectroscdpicos de IR y *H RMN fueron consistentes con los
reportados [61].

b) Sintesis de (20S)-3p-hidroxi-5-pregnen-22-carboxilato de metilo (71).

\
\\\\\

%,
%,

CO,CHjs “._~CO,CHjs

KHCO5

_—_—-s

MeOH/Reflujo

AcO 70 HO &

Una solucién de 70 (2,08 g, 5,16 mmol) y bicarbonato de sodio NaHCOs (1,59 g, 18,92 mmol) en una
mezcla de Metanol (200 mL) y agua (17 mL) se llevé a temperatura de reflujo y agitacién constante
durante 2 horas. El fin de la reaccion se verificd por TLC. La mezcla de reaccion se concentr6 hasta un
volumen de aproximadamente 25 mL, se le adicion6 una solucion de HCI (pH = 4; 50 mL) hasta la
formacion de un sélido blanco en suspensidn el cual se extrajo con AcOEt (2 x 60 mL). La fase organica
se lavo con agua (2 x 50 mL), se sec6 con MgSOs, se filtrd y el solvente se evapor6 a sequedad bajo
presion reducida.

Se obtuvo el compuesto 71 (1,85 g, 5,14 mmol, 99,6% de rendimiento), como un sélido blanco (p.f. =
142,3-144,1 °C (141-142 °C, [60])). IR vmax (cm™): 3497-3417 (O-H); 2938 (CHs-); 2896 y 2849 (CH,-
); 1735y 1716 (COO); 1459 (CH.-); 1382 (CHs-); 1274 y 1055 (C-O). *H-RMN (400,1 MHz, CDCls):
d (ppm) = 5,34-5,33 (1H, da, J = 5,3 Hz, H-6); 3,64 (3H, s, O-CHs); 3,55-3,48 (1H, m, H-3); 2,42 (1H,
dc, J=10,4y 6,8 Hz, H-20); 2,31-2,19 (2H, m, H-4); 2,00-1,19 (2H, m, H-7 y H-12); 1,86-1,82 (2H, m,
H-2 y H-1); 1,18 (3H, d, J = 6,9 Hz, H-21); 1,00 (3H, s, H-19); 1,00-0,91 (1H, m, H-9); 0,9 (3H, s, H-
18). ¥C RMN (100,6 MHz, CDCl3): & (ppm) = 177,36 (C-22); 140,71 (C-5); 121,51 (C-6); 71,70 (C-
3); 56,29 (C-14); 52,83 (C-17); 51,31 (OCHs); 50,01 (C-9); 42,44 (C-20); 42,37 (C-13); 42,22 (C-4);
39,50 (C-12); 37,20 (C-1); 36,45 (C-10); 31,85 (C-8); 31,77 (C-7); 31,58 (C-2); 27,12 (C-16); 24,29 (C-
15); 20,98 (C-11); 19,35 (C-19); 17,08 (C-21); 11,98 (C-18).
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c) Sintesis de (20S)-3p-(4-toluensulfoniloxi)-5-pregnen-22-carboxilato de metilo (72).

Y,
2, 2,
%, %,

COZCHg . COZCHg
TsCl
HO & TsO 72

Una solucion de 71 (2,00 g; 5,55 mmol) en piridina (30 mL), se trat6 con un exceso de cloruro de tosilo
(2,05 g; 10,79 mmol) y cantidades cataliticas de DMAP (0,12 g; 0,94 mmol). La mezcla de reaccion se
dej6 en agitacién constante y temperatura de 45 °C durante una noche (15 h). La extraccion liquido-
liquido se realiz6 con CHCl, y una solucién de HCI (5%) hasta que la fase acuosa tenga pH = 4. La
fase orgéanica se secd con MgSQO., se filtrd y se evapord en vacio a sequedad. El crudo de reaccion
obtenido se recristaliz6 en CH,Cl, y éter dietilico.

Se obtuvo el compuesto 72 (2,47 g, 4,80 mmol, 86,5% de rendimiento) como un sélido blanco (p.f. =
127,3-128,1 °C (140-142 °C, [60])). IR vmax (cm™): 2944 (=C-H); 2902 (CHs-); 2852 (CHy-); 1734
(C=0); 1458 (CH.-); 1363 (CHs-); 1257 y 1053 (C-0). *H RMN (400,1 MHz, CDCls): & (ppm) = 7,78
(2H, da, J = 8,3, H-2"); 7,31 (2H, da, J = 8,3, H-3"); 5,28 (1H, da, J = 5,3, H-6); 4,34-4,26 (1H, m, H-
3); 3,62 (3H, s, OCHzs); 2,43 (3H, s, Ar-CHa); 2,45-2,36(2H, m, H-4 y H-20); 2,25 (1H, ddd, J = 13,2,
5,4y 1,7 Hz, H-4); 1,96-1,89 (2H, m, H-1y H-12); 1,81-1,77 (2H, m, H-2 y H-7); 1,73-1,63 (2H, m, H-
16 y H-2); 1,60-1,51 (2H, m, H-15 y H-17); 1,16 (3H, d, J = 6,9 Hz, H-21); 0,95 (3H, s, H-19); 0,89
(1H, ddd, J=11,2, 11,2 y 5,4 Hz, H-9); 0,66 (3H, s, H-18). 3C RMN (100,6 MHz, CDCls): & (ppm) =
177,25 (C-22); 144,37 (C-1); 138,77 (C-5); 134,58 (C-4°); 129,69 (C-3"); 127,57 (C-2"); 123,30 (C-6);
82,22 (C-3); 56,14 (C-14); 52,75 (C-17); 51,28 (OCHs); 49,75 (C-9); 42,36 (C-20); 42,30 (C-13); 39,34
(C-12); 38,77 (C-4); 36,79 (C-7); 36,26 (C-10); 31,67 (C-1); 31,66 (C-8); 28,53 (C-2); 27,04 (C-16);
24,21 (C-15); 21,58 (Ar-CHa); 20,84 (C-11); 19,07 (C-19); 17,04 (C-21); 11,92 (C-18).

d) Sintesis de (20S)-6-hidroxi-3a,5-ciclo-5a-pregnano-22-carboxilato de metilo (73).

“,

CO2CHz . __CO,CHa
AcOK '
acetona
Reflujo
TsO 2 73
OH

El tosilado 72 (4,56 g, 8,85 mmol) y acetato de potasio KOAc (10,20 g, 103,92 mmol) en una mezcla
de solvente acetona / agua (150 mL / 50 mL) fueron llevados a temperatura de reflujo y agitacion
constante durante 6 h. El fin de la reaccion se verifico por TLC.
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La mezcla de solvente se evapord hasta un volumen aproximado de 10 mL bajo presion reducida. Se
extrajo con CHCl, (40 mL) y se lavé con agua (3 x 20 mL), la fase organica de CHCl, se sec6 con
MgSQ, y se evapord a sequedad. El crudo de reaccidn se purifico por cromatografia en columna usando
silica gel y como eluyente una mezcla de Hexano / AcCOEt (85 : 15) [60].

Se obtuvo el compuesto 73 (2,49 g, 6,85 mmol, 77,4 % de rendimiento) como un sélido blanco (p.f. =
125,8-127,0 °C). IR vmax (cm™): 3489-3442 (O-H); 2934 (CHs-); 2869 (CHy-); 2851 (CH-); 1739
(C=0); 1458 (CH,-); 1372 (CHs-); 1253 y 1057 (C-0O). *H RMN (400,1 MHz, CDCls): 3 (ppm) = 3,64
(3H, s, O-CHg); 3,25 (1H, ta, J = 2,8 Hz, H-6); 2,47-2,39 (1H, m, H-20); 1,92 (1H, dt, J = 12,3y 3,3 Hz,
H-12); 1,18 (3H, d, J = 6,9, H-21); 1,05 (3H, s, H-19); 0,90-0,81 (2H, m, H-1 y H-9); 0,73 (3H, s, H-
18); 0,52 (1H, ta, J = 4,4 Hz H-4gem); 0,29 (1H, dd, J = 8,1 y 4,9 H-4 tansigem). *C RMN (100,6 MHz,
CDCls): 6 (ppm)= 177,41 (C-22); 73,65 (C-6); 56,02 (C-14); 53,01 (C-17); 51,29 (OCHz3); 47,58 (C-9);
42,86 (C-10); 42,79 (C-13); 42,41 (C-20); 39,91 (C-12); 38,84 (C-5); 37,04 (C-7); 33,18 (C-1); 29,86
(C-8); 27,19 (C-16); 24,97 (C-2); 24,22 (C-3); 24,22 (C-15); 22,60 (C-11); 20,18 (C-19); 17,09 (C-21);
12,33 (C-18); 11,56 (C-4).

e) Sintesis de (20S)-6-o0x0-3a,5-ciclo-5a-pregnan-22-carboxilato de metilo (74).

Z, Z
7, 2
., %,

CO,CH3 CO,CH;
Jones
73 CH,Cl,/acetona 74
OH (o)

Una solucion de 73 (2,46 g, 6,79 mmol) en una mezcla de solvente Acetona / CH,Cl, (60 mL / 30 mL)
se llevo a 5 °C y se trat6 con el Reactivo de Jones (6,0 mL) [63] hasta que la solucién permanecio de
color naranja. La mezcla de reaccidn se dejo bajo agitacion suave y constante durante 2 horas. El fin de
la reaccion se verifico por TLC. El exceso de oxidante se destruyé con la adicion de metanol.
Seguidamente, se evapord el solvente bajo presion reducida y se le agreg6 30 mL CH.Cl,. La fase
organica se lavo con una solucion saturada de NaCl (3 x 10 mL) y agua (2 x 10 mL), se secé con MgSOs,
se filtr6 y se evapor6 el solvente a sequedad bajo presion reducida. EI crudo de reaccion se purifico por
cromatografia usando silica gel y una mezcla de hexano / AcOEt (85:15).

Se obtuvo el compuesto 74 (2,13 g, 5,92 mmol, 87,1 % de rendimiento) como un sélido blanco (p.f. =
111,0-112,9 °C (112,8-113,0 °C) [60])). IR vmax (cm™): 2945 (CHs-); 2871 (CH,-); 1736 (C=0); 1687
(C=0); 1458 (CH.-); 1368 (CHs-); 1257 y 1052 (C-0). *H RMN (400,1 MHz, CDCls): & (ppm) = 3,64
(3H, s, OCHy); 2,47-2,37 (2H, m, H-20 y H-7); 1,97 (1H, dt, J = 12,5y 3,3 Hz, H-12); 1,19 (3H,d, J =
6,7, H-21); 0,99 (3H, s, H-19); 1,03-0,85 (1H, m, H-1); 0,72 (3H, s, H-18); 0,72-0,70 (1H, m, H-4). 1*C
RMN (100,6 MHz, CDCls): & (ppm)= 209,35 (C-6); 177,15 (C-22); 56,49 (C-14); 52,74 (C-17); 51,84
(OCHa); 46,67 (C-10); 46,25 (C-5); 45,97 (C-9); 44,64 (C-7); 42,72 (C-13); 42,32 (C-20); 39,42 (C-12);
35,31 (C-3); 34,71 (C-8); 33,42 (C-1); 27,03 (C-16); 25,84 (C-2); 24,04 (C-15); 22,74 (C-11); 19,63 (C-
19); 17,06 (C-21); 12,15 (C-18); 11,63 (C-4).
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f) Sintesis de (20S)-6-o0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de metilo (75).

H
N@

Reflujo

O

A una solucion del derivado ciclopropano 74 (2,52 g; 6,99 mmol) en N,N-dimetilacetamida (82 mL) se
agreg6 piridinio tosilato (0,32 g; 1,24 mmol) y bromuro de litio (0,32 g; 3,54 mmol). La mezcla de
reaccion se dejo en reflujo a 160 °C, agitacion constante y atmosfera de nitrdgeno durante 3 h. Luego,
se le agreg6 otra porcion de piridinio tosilato (0,64 g, 2,48 mmol) y bromuro de litio (0,64 g, 7,08 mmol)
y se dejo bajo las mismas condiciones descritas anteriormente durante 90 minutos adicionales. El fin de
la reaccion se verifico por TLC. Después de enfriar la mezcla, se le agreg6 agua (10 mL). El producto
se extrajo con éter dietilico (2 x 20 mL), se lavo con agua (3x 15mL), se secé con MgSO. y se evaporo
al vacio a sequedad. El crudo de reaccion se purificd por cromatografia en columna usando SiO.y una
mezcla de hexano / AcOEt (90:10).

Se obtuvo el compuesto 75 (2,25 g, 6,27 mmol, 89,8 % de rendimiento) como un sélido blanco (p.f. =
138,5-139,9 °C (149,0-150,0°C [60])). IR vmax (cm™): 3023 (=C-H); 2969 y 2903 (CHs-); 2871y 2841
(CH-); 1729 (C=0); 1706 (C=0); 1656 (C=C); 1448 (CH,-); 1367 (CHs-); 1279 y 1023 (C-0). H
RMN (400,1 MHz, CDCls): & (ppm) = 5,69-5,65 (1H, m, H-3); 5,58-5,53 (1H, m, H-2); 3,63 (3H, s,
OCHa); 2,46-2,38 (1H, m, H-20); 2,36-2,31 (2H, m, H-7 y H-9); 2,28-2,20 (1H, m, H-1); 1,19 (3H, d, J
= 6,8 Hz, H-21); 1,16-1,05 (1H, m, H-15); 0,70 (3H, s, H-19); 0,68 (3H, s, H-18). *°C RMN (100,6
MHz, CDCls): & (ppm) = 211,70 (C-6); 177,15 (C-22); 124,92 (C-3); 124,42 (C-2); 56,26 (C-14); 53,77
(C-9); 53,27 (C-5); 52,76 (C-17); 51,35 (OCHj3); 46,85 (C-7); 42,82 (C-13); 42,30 (C-20); 39,96 (C-10);
39,28 (C-12); 39,21 (C-4); 37,59 (C-8); 26,92 (C-16); 23,95 (C-15); 21,66 (C-1); 21,01 (C-11); 17,06
(C-21); 13,46 (C-19); 12,07 (C-18).

g) Sintesis de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-20-carboxilato de metilo (75°)

%, %
2, 2,
“, ~,

CO,CH;, CO,CH,

DHQD-CLB/CH3SO,NH,
K2003/K3[F€(CN)6]
OSO4
(CH3)3COH/H,0

HO,,
Sharpless "
(dihidroxilacion)

HO™"
o) 0

A una solucion de 75 (0,2 g; 0,56 mmol) en t-BuOH/H,O (21 mL 1:1) se agregé DHQD-CLB (0,06 g;
0,12 mmol), CH3SO,NH> (0,08 g; 0,88 mmol), K-COs (0,38 g; 2,58 mmol) y Ks[Fe(CN)e] (1,33 g; 4,05
mmol). Posteriormente se adiciond OsO. en t-BuOH (0,36 mL; 0,07 mmol) [52]. La mezcla de reaccion
se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 72 horas. Finalizado este tiempo, se agregd una
solucion saturada de bisulfito de sodio (NaHSOs) y se dejo en agitacion durante 30 minutos.
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Seguidamente la mezcla de reaccion se extrajo con AcOEt (2 x 15 mL), la fase organica se lavo con
agua (2 x 20 mL), se secO sobre MgSQOs, se filtrd y se concentrd en rotavapor hasta sequedad. El crudo
de reaccidn se purific6 por cromatografia en columna usando SiO-, eluyendo por gradiente de polaridad
usando una mezcla de solventes hexano/AcOEt/MeOH (6:4:0 — 4.8:4.8:0.4).

Se obtuvo el compuesto 75° (0,17 g, 0,43 mmol, 77,6% de rendimiento) como un sélido blanco (p.f. =
181,2-182,9 °C). IR vmax (cm™): 3388 (OH); 2945 (CHs-); 2867 y 2830 (CHy-); 1739 (C=0); 1711
(C=0); 1446 (CHy-); 1375 (CHs-); 1263 y 1042 (C-0O). *H RMN (400,1 MHz, CDCls): & (ppm) = 4,03
(1H, da, J = 2,8 Hz, H-3); 3,74 (1H, ddd, J = 11,5, 4,7 y 3,1 Hz, H-2); 3,63 (3H, s, OCH3); 2,67 (1H,
dd,J=12,6 y 3,0 Hz, H-5); 2,41 (1H, dc, J = 10,5y 6,8 Hz, H-20); 2,28 (1H, dd, J = 13,1y 4,5 Hz, H-
78); 1,18 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-21); 1,11 (1H, ddd, J = 17,3, 11,9 y 6,2 Hz, H-15); 0,74 (3H, s, H-19);
0,66 (3H, s, H-18). *C-RMN (100,6 MHz, CDCls): & (ppm) = 211,95 (C-6); 177,18 (C-22); 68,31 (C-
3); 68,21 (C-2); 56,19 (C-14); 53,61 (C-9); 52,69 (C-17); 51,40 (C-5); 50,67 (OCHs3); 46,61 (C-7); 42,95
(C-13); 42,51 (C-10); 42,32 (C-1); 40,13 (C-12); 39,11 (C-8); 37,56 (C-20); 26,91 (C-16); 26,27 (C-4);
23,94 (C-15); 21,09 (C-11); 17,04 (C-21); 13,52 (C-19); 12,15 (C-18). HRMS-ESI (modo positivo):
m/z calculado para C23Hz60s: 392,2563 [M]*; encontrado 393,2638 [M + H]".

h) Sintesis de acido (20S)-6-oxo0-5a-preg-2-en-22-carboxilico (76).

b7,
“,
3

CO,CHs

1) KOH/MeOH
Reflujo
2) H;0*

O O

A una solucién de 75 (0,50 g; 1,40 mmol) en MeOH / agua (50 mL / 10 mL) se agreg6 KOH (1,00 g;
17,82 mmol). La mezcla de reaccién se dejo en reflujo a 100 °C, agitacion constante durante 6 h. El fin
de la reaccion se verificé por TLC. La mezcla de solvente se evapord hasta un volumen aproximado de
10 mL bajo presion reducida con el objetivo de eliminar el MeOH. Posteriormente se adicioné una
solucion de HCI (5%) hasta la formacidn de un sélido blanco en suspension el cual se extrajo con CH,Cl,
(40 mL). La fase organica se lavé con agua (2 x 50 mL), se secd con MgSQs,, se filtrd y el solvente se
evapord a sequedad bajo presion reducida.

Se obtuvo el compuesto 76 (0,47 g, 1,37 mmol, 98,4% de rendimiento) como un solido blanco (p.f. =
194,5-196,0 °C). IR vmax (cm™): 3382-2664 (OH); 3017 (=C-H); 2973 y 2938 (-CHs); 2908 y 2864 (CH>-
); 1704 (C=0); 1657 (C=C); 1445 (CH-); 1384 (CHs-); 1248 y 1092 (C-0); 667 (=C-H). ‘H RMN
(400,1 MHz, CDClz): 6 (ppm) =5,67-5,63 (1H, m, H-3); 5,54-5,51 (1H, m, H-2); 2,39 (1H, dc, J=10,1
y 6,9 Hz, H-20); 2,33 (1H, dd, J = 12,3 y 4,2 Hz, H-7p); 2,26-2,18 (1H, m, H-1); 1,22 (3H, d, J = 6,9
Hz, H-21); 1,17-1,05 (1H, m, H-15); 0,68 (3H, s, H-19); 0,67 (3H, s, H-18). *C RMN (100,6 MHz,
CDCl): 6 (ppm) = 211,88 (C-6); 182,80 (C-22); 124,84 (C-3); 124,35 (C-2); 56,19 (C-14); 53,71 (C-
9); 53,17 (C-5); 52,25 (C-17); 46,74 (C-7); 42,83 (C-13); 42,38 (C-20); 39,91 (C-10); 39,22 (C-12);
39,18 (C-4); 37,52 (C-8); 26,99 (C-16); 23,92 (C-15); 21,59 (C-1); 20,96 (C-11); 16,93 (C-21); 13,41
(C-19); 12,01 (C-18).
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i) Sintesis de serie 77a-c.

4, O
CO,H R
1
Cs,CO4/DMF O
oo
R2 R1
R
: T7a: Rl:F; R2:H
MeOH/H,0 £ 77b: Ry = H; Ry = F
S Reflujo H o 77c: Ry =R, =F

Procedimiento general:

A una solucion de 76 en MeOH / agua se adiciond N,N-dimetilformamida (DMF) y carbonato de cesio
(Cs2CO3) [64]. Posteriormente se agreg6 el bromuro de bencilo correspondiente. La mezcla de reaccion
se dejo en reflujo a 160 °C y agitacidn constante durante 6 h. El fin de la reaccion se verificé por TLC.
La mezcla de solvente se evapor6 hasta un volumen aproximado de 10 mL bajo presion reducida con el
objetivo de eliminar el MeOH. El volumen resultante de mezcla de reaccidn se extrajo con AcOEt (2 x
15 mL), la fase organica se lavo con agua (2 x 20 mL), se sec sobre MgSQy, se filtrd y se concentr6 en
rotavapor hasta sequedad. EIl crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna usando SiO,,
eluyendo por gradiente de polaridad usando una mezcla de solventes hexano/AcOEt/MeOH (6:4:0 —
4.8:4.8:0.4). Finalmente se colectaron las fracciones con el producto.

1.  Sintesis de (20S)-6-ox0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2-fluorobencilo (77a).

Cs,CO3/DMF

o
F

MeOH/H,0

Refluj
o) eflujo S

Compuesto 76 (0,15 g; 0,44 mmol), MeOH (35 mL), agua (5 mL), DMF (15 mL), Cs,C0O5 (1,80 g; 5,52
mmol), C;HeBrF (1,80 g; 9,52 mmol). El compuesto 77a (0,10 g, 0,21 mmol, 48,7% de rendimiento) se
obtuvo como un sélido blanco (p.f. = 113,9 — 115,5 °C). IR vmax (cm™): 3024 (=C-H); 2969 y 2938 (-
CHa); 2872y 2849 (CH,-); 1741 (C=0); 1702 (C=0); 1656 (C=C); 1455 (CH,-); 1381 (CHs-); 1243y
1160 (C-O); 758 (=C-H). 'H RMN (400,1 MHz, CDCls): & (ppm) = 7,37 (1H, ddd, J =9,2, 7,4y 1,6
Hz, H-6%); 7,34-7,29 (1H, m, H-4"); 7,13 (1H, ddd, J = 9,2, 7,5y 1,0 Hz, H-5"); 7,07 (1H, ddd, J = 9,5,
8,3y 0,8 Hz, H-3"); 5,69-5,65 (1H, m, H-3); 5,57-5,54 (1H, m, H-2); 5,14 (2H, s, -OCH.-Ar); 2,46 (1H,
dc,J=10,4y 6,9 Hz, H-20); 1,21 (3H, d, J = 6,9 Hz, H-21); 1,14-1,04 (1H, m, H-15); 0,70 (3H, s, H-
19); 0,67 (3H, s, H-18).
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13C RMN (100,6 MHz, CDCls): § (ppm) = 211,69 (C-6); 176,35 (C-22); 161,01 (d, *Jcr = 246,9 C-2°);
130,69 (d, 3Jcr = 3,9 Hz, C-6); 130,16 (d, 3Jcr = 8,0 Hz, C-4°); 124,91 (C-3); 124,41 (C-2); 124,07 (d,
“Jcr = 4,1 Hz, C-5°); 123,28 (d, 2Jcr = 14,7 Hz, C-1°); 115,44 (d, 2Jcr = 21,3 Hz, C-3"); 59,97 (d, 3Jcr =
4,1 Hz, -OCH,-Ar); 56,20 (C-14); 53,76 (C-9); 53,26 (C-5); 52,70 (C-17); 46,84 (C-7); 42,86 (C-13);
42,48 (C-20); 39,95 (C-10); 39,28 (C-12); 39,19 (C-4); 37,57 (C-8); 26,85 (C-16); 24,00 (C-15); 21,66
(C-1); 21,00 (C-11); 17,03 (C-21); 13,45 (C-19); 12,07 (C-18).

2.  Sintesis de (20S)-6-oxo0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (77b).

O

%,
%,

CO,H

Cs,CO4/DMF

o

MeOH/H,0

Reflujo
o) : o

E

Compuesto 76 (0,10 g; 0,29 mmol), MeOH (23 mL), agua (3 mL), DMF (10 mL), Cs,C0Os (1,20 g; 3,68
mmol), C;HgBrF (1,20 g; 6,35 mmol). El compuesto 77b (0,11 g, 0,24 mmol, 83,0% de rendimiento) se
obtuvo como un sélido blanco (p.f. = 140,3 —141,0 °C). IR vmax (cm™): 3028 (=C-H); 2965 y 2939 (CH3-
); 2899 y 2868 (CH,-); 1732 (C=0); 1705 (C=0); 1598 (C=C); 1457 (CH>-); 1384 (CHs-); 1242y 1160
(C-0); 824 (=C-H); 666 (=C-H). 'H RMN (400,1 MHz, CDCls): & (ppm) = 7,31 (2H, dd, J=8,6 y 5,6
Hz, H-2’ y H-6’); 7,03 (2H, t, J = 8,6 Hz, H-3" y H-5"); 5,68-5,64 (1H, m, H-3); 5,56-5,53 (1H, m, H-
2); 5,03 (2H, s, -OCH>-Ar); 2,44 (1H, dc, J=10,1y 6,8 Hz, H-20); 1,19 (3H, s, H-21); 1,13-1,06 (1H,
m, H-15); 0,69 (3H, s, H-19); 0,66 (3H, s, H-18). *C RMN (100,6 MHz, CDCls): § (ppm) = 211,62 (C-
6); 176,34 (C-22); 161,51 (d, *Jcr = 246,5 C-4"); 131,87 (d, “Jcr = 3,2 Hz, C-1°); 130,17 (d, 3Jcr = 8,3
Hz, C-2’ y C-6"); 124,88 (C-3); 124,37 (C-2); 115,38 (d, 2Jcr = 21,0 Hz, C-3’ y C-5’); 65,21 (-OCH2-
Ar); 56,15 (C-14); 53,72 (C-9); 53,21 (C-5); 52,68 (C-17); 46,79 (C-7); 42,83 (C-13); 42,47 (C-20);
39,91 (C-10); 39,24 (C-12); 39,16 (C-4); 37,53 (C-8); 26,91 (C-16); 23,95 (C-15); 21,63 (C-1); 20,97
(C-11); 16,99 (C-21); 13,42 (C-19); 12,03 (C-18).

3. Sintesis de (20S)-6-0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo (77c).

2,

CO,H

CSZCO3/DMF

o0
F F

MeOH/H,0
Reflujo

o O

Compuesto 76 (0,15 g; 0,44 mmol), MeOH (35 mL), agua (5 mL), DMF (15 mL), Cs>C0O5 (1,80 g; 5,52
mmol), C7HsBrF; (1,80 g; 8,70 mmol). El compuesto 77¢ (0,11 g, 0,24 mmol, 55,2% de rendimiento)
se obtuvo como un solido blanco (p.f. = 114,0 — 115,7 °C).
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IR vimax (CM™%): 3028 (=C-H); 2965 y 2939 (CHs-); 2899 y 2868 (CH,-); 1732 (C=0); 1705 (C=0); 1598
(C=C); 1458 (CH,-); 1384 (CHs-); 1242 y 1154 (C-O); 824 (=C-H); 666 (=C-H). *H RMN (400,1 MHz,
CDCls): 3 (ppm) = 7,35 (1H, dt, J = 8,3y 6,4 Hz, H-6"); 6,88-6,79 (2H, m, H-3" y H-5"); 5,69-5,64 (1H,
m, H-3); 5,56-5,53 (1H, m, H-2); 5,08 (2H, s, -OCH,-Ar); 2,44 (1H, dc, J = 10,4y 7,0 Hz, H-20); 1,18
(3H, s, H-21); 1,13-1,06 (1H, m, H-15): 0,69 (3H, s, H-19): 0,66 (3H, s, H-18). *C RMN (100,6 MHz,
CDCla): 8 (ppm) = 211,73 (C-6); 176,37 (C-22); 163,36 (dd, Ycr = 175,6 Hz, y Wcr = 12,4 Hz, C-2°);
160,87 (dd, Yer = 177,2 Hz, y 3Jer = 11,6 Hz, C-4°); 131,85 (dd, 3Jer = 9,4 y ¥er = 5,1 Hz, H-6");
124,90 (C-3); 124,39 (C-2); 119,27 (dd, 2Jor = 14,8 Hz y “Jcr = 4,0 Hz, C-1°); 111,26 (dd, 2Jcr = 21,1
Hz y “Jcr = 3,7 Hz, C-5°); 103,95 (t, 2Jcr = 25,5 Hz, C-3°); 59,44 (d, *Jer = 3,2 Hz, -OCH,-Ar); 56,23
(C-14); 53,80 (C-9); 53,30 (C-5); 52,76 (C-17); 46,88 (C-7); 42,92 (C-13); 42,51 (C-20); 40,00 (C-10);
39,33 (C-12); 39,24 (C-4); 37,61 (C-8); 26,91 (C-16); 24,05 (C-15); 21,72 (C-1); 21,05 (C-11); 17,05
(C-21): 13,50 (C-19); 12,11 (C-18).

j) Sintesis de serie 78a-c.

(0] (0]
R1 R1
(o] o)
DHQD-CLB/CH;S0,NH,
KoCO4/K3[Fe(CN)g]
0s04 HO,,,///’
R, (CHg)3COH/H,0 R,

77a:R;=F; R, =H ~ Sharpless Ho™" 78a:R;=F;R,=H
77b: Ry =H; R, =F (dihidroxilacion) 78b: Ry = H; R, = F

o 77c:R;=R,=F o 78c:Ry=R;=F

Procedimiento general:

A una solucion de 77 en t-BuOH/H,0 (1:1) se agreg6 hidroquinidina 4-cloro-benzoato (DHQD-CLB),
metanosulfonamida (CHsSO;NHy), carbonato de potasio (K.COs;) y ferricianuro de potasio
(K3[Fe(CN)g]). Posteriormente se adicion6 tetradxido de osmio (OsO4) en t-BuOH (1,0 g en 20 mL)
[52]. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 72 horas. Finalizado
este tiempo, se agregd una solucién saturada de bisulfito de sodio (NaHSO3) y se dejé en agitacion
durante 30 minutos. Seguidamente la mezcla de reaccién se extrajo con AcOEt (2 x 15 mL), la fase
organica se lavo con agua (2 x 20 mL), se sec6 sobre MgSOs, se filtré y se concentr6 en rotavapor hasta
sequedad. El crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna usando SiO-, eluyendo con
gradiente de polaridad usando una mezcla de solventes hexano/AcOEt/MeOH (6:4:0 — 4.8:4.8:0.4).
Finalmente se colectaron las fracciones con el producto.

1. Sintesis de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato  de  2-
fluorobencilo (78a).

DHQD-CLB/CH3SO,NH,
KoCOy/K3[Fe(CN)g]

0s0, HO,,
(CH3)3COH/H,0
Sharpless =
(dihidroxilacién) HO'
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Compuesto 77a (0,10 g; 0,23 mmol), t-BuOH/H,O (12 mL 1:1), DHQD-CLB (0,03 g; 0,06 mmol),
CHsSO;NH- (0,04 g; 0,46 mmol), K,CO3 (0,19 g; 1,34 mmol), Ks[Fe(CN)s] (0,59 g; 1,79 mmol), OsO4
(0,20 mL; 0,04 mmol). EI compuesto 78a (0,10 g, 0,20 mmol, 85,3% de rendimiento) se obtuvo como
un sélido blanco (p.f. = 141,6 — 143,0 °C). IR vmax (cm™): 3405 (O-H); 2944 (CHs-); 2867 (CH,-); 1735
(C=0); 1710 (C=0); 1458 (CH.-); 1384 (CHs-); 1259 y 1152 (C-O); 759 (=C-H). 'H RMN (400,1 MHz,
CDCls): & (ppm) = xxxxx. ¥C RMN (100,6 MHz, CDCls): & (ppm) = 7,35 (1H, ddd, J=9,2, 7,4y 1,7
Hz, H-6"); 7,32-7,27 (1H, m, H-4"); 7,13 (1H, ddd, J = 7,7, 7,6 y 1,1 Hz, H-57); 7,07 (1H, ddd, J = 9,2,
8,7y 0,9 Hz, H-3"); 5,12 (2H, s, -OCHz-Ar); 4,00 (1H, da, J = 2,4 Hz, H-3); 3,71 (1H, ddd, J = 10,7,
4,8y 3,3 Hz, H-2); 2,65 (1H, dd, J = 12,8 y 2,7 Hz, H-5); 2,43 (1H, dc, J = 10,3y 6,8 Hz, H-20); 2,24
(1H, dd, J=13,2y 4,5 Hz, H-7B); 1,18 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-21); 1,07 (1H, ddd, J = 16,6, 8,5y 5,2 Hz,
H-15); 0,71 (3H, s, H-19); 0,63 (3H, s, H-18). **C RMN (100,6 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 212,24 (C-6);
176,39 (C-22); 160,93 (d, Wcr = 248,1 C-2°); 130,63 (d, 3Jcr = 3,7 Hz, C-6"); 130,16 (d, 3Jcr = 8,2 Hz,
C-4%); 124,04 (d, “Jcr = 3,7 Hz, C-5°); 123,03 (d, ?Jcr = 14,7 Hz, C-1°); 115,38 (d, ZJcr = 21,1 Hz, C-
3’); 68,21 (C-3); 68,12 (C-2); 59,98 (d, *Jcr = 4,2 Hz, -OCH.-Ar); 56,03 (C-14); 53,49 (C-9); 52,57 (C-
17); 50,44 (C-5); 46,52 (C-7); 42,93 (C-13); 42,44 (C-10); 42,42 (C-20); 39,98 (C-12); 39,03 (C-4);
37,49 (C-8); 26,77 (C-16); 26,25 (C-15); 23,93 (C-1); 21,02 (C-11); 16,96 (C-21); 13,45 (C-19); 12,09
(C-18). HRMS-ESI (modo positivo): m/z calculado para CxoHssFOs: 486,2782 [M]*; encontrado
487,2860 [M + H]*.

2. Sintesis de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato  de  4-
fluorobencilo (78b).

DHQD-CLB/CH3SO,NH,
K,CO4/K3[Fe(CN)g]
0s0, HO,,,
(CH3)3COH/H,0
Sharpless =
(dihidroxilacién) HoOY

(o) (o)

Compuesto 77b (0,17 g; 0,36 mmol), t-BuOH/H,O (18 mL 1:1), DHQD-CLB (0,05 g; 0,10 mmaol),
CH3SO;NH, (0,07 g; 0,73 mmol), K,CO3 (0,29 g; 2,13 mmol), Ks[Fe(CN)¢] (0,94 g; 2,84 mmol), OsO4
(0,30 mL; 0,06 mmol). El compuesto 78b (0,13 g, 0,26 mmol, 70,4% de rendimiento) se obtuvo como
un sélido blanco (p.f. = 168,1 — 169,8 °C). IR vmax (cm™): 3385 (O-H); 2945 (CH3-); 2866 (CH-); 1734
(C=0); 1711 (C=0); 1606 (C=C); 1510 (C=C); 1458 (CH,-); 1383 (CHs-); 1259 y 1152 (C-0); 832
(=C-H). 'H RMN (400,1 MHz, CDCls): & (ppm) = 7,32 (2H, dd, J = 8,4 y 5,5 Hz, H-2’ y H-6); 7,04
(2H, t, J = 8,4 Hz, H-3’ y H-5"); 5,04 (2H, s, -OCH,-Ar); 4,05 (1H, sa, H-3); 3,77-3,75 (1H, m, H-2);
2,68 (1H, dd, J=12,5y 2,9 Hz, H-5); 2,44 (1H, dc, J = 10,1y 6,7 Hz, H-20); 2,28 (1H, dd, J =129y
4,6 Hz, H-7B); 1,19 (3H, d, J = 6,7 Hz, H-21); 1,09 (1H, ddd, J = 16,6, 11,9y 5,2 Hz, H-15); 0,74 (3H,
s, H-19); 0,65 (3H, s, H-18). *C RMN (100,6 MHz, CDCls): § (ppm) = 211,99 (C-6); 176,43 (C-22);
162,55 (d, YJcr = 247,1 C-4°); 131,84 (d, “Jcr = 3,6 Hz, C-17); 130,21 (d, 3Jcr = 8,0 Hz, C-2’ y C-6);
115,42 (d, 2Jce = 21,3 Hz, C-3* y C-57); 68,29 (C-3); 68,19 (C-2); 65,29 (-OCH,-Ar); 56,11 (C-14);
53,57 (C-9); 52,69 (C-17); 50,70 (C-5); 46,58 (C-7); 42,99 (C-13); 42,50 (C-10); 42,49 (C-20); 40,10
(C-12); 39,09 (C-4); 37,54 (C-8); 26,92 (C-16); 26,27 (C-15); 24,99 (C-1); 21,07 (C-11); 17,00 (C-21);
13,50 (C-19); 12,14 (C-18). HRMS-ESI (modo positivo): m/z calculado para CxgHsoFOs: 486,2782
[M]*; encontrado 487,2867 [M + H]*.
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3. Sintesis de (20S)-20,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 24-
difluorobencilo (78c).

DHQD-CLB/CH3SO,NH,
K»COa/K3[Fe(CN)g]

Os0y4 HO/,,//“
F (CH3)3COH/H,0 E
Sharpless =
(dihidroxilacion) HO'
o (o]

Compuesto 77c (0,11 g; 0,24 mmol), t-BuOH/H,O (13 mL 1:1), DHQD-CLB (0,03 g; 0,07 mmol),
CH3SO2NH- (0,05 g; 0,50 mmol), K.CO3 (0,20 g; 1,46 mmol), Ks[Fe(CN)e] (0,64 g; 1,94 mmol), OsO4
(0,22 mL; 0,04 mmol). EI compuesto 78¢ (0,11 g, 0,21 mmol, 89,1% de rendimiento) se obtuvo como
un solido blanco (p.f. = 140,2 — 141,9 °C). IR vimax (cm™): 3402 (O-H); 2944 (CH3-); 2866 (CH,-); 1733
(C=0); 1711 (C=0); 1607 (C=C); 1508 (C=C); 1460 (CH-); 1384 (CHs-); 1236 y 1144 (C-0O); 815
(=C-H). *H RMN (400,1 MHz, CDCls): & (ppm) = 7,34 (1H, dt, J = 8,2y 6,1 Hz, H-6"); 6,87-6,78 (2H,
m, H-3’ y H-5"); 5,07 (2H, s, -OCH,-Ar); 4,00 (1H, da, J = 2,4 Hz, H-3); 3,70 (1H, dt, J = 10,7y 3,4
Hz, H-2); 2,65 (1H, dd, J = 12,5y 2,9 Hz, H-5); 2,41 (1H, dc, J = 10,3y 6,8 Hz, H-20); 2,24 (1H, dd, J
=13,1y 4,4 Hz, H-7B); 1,16 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-21); 1,07 (1H, ddd, J = 17,2, 11,4 y 6,0 Hz, H-15);
0,71 (3H, s, H-19); 0,63 (3H, s, H-18). **C RMN (100,6 MHz, CDCls): & (ppm) = 212,21 (C-6); 176,34
(C-22); 163,33 (dd, YJcr = 176,6 Hz, y 3Jcr = 12,0 Hz, C-2°); 160,83 (dd, YJcr = 178,3 Hz, y 3Jcr = 11,6
Hz, C-4°); 131,83 (dd, %Jcr = 9,9y 3Jcr = 5,7 Hz, H-6); 119,15 (dd, 2Jcr = 15,0 Hz y “Jcr = 4,3 Hz, C-
1°); 111,24 (dd, 2Jcr = 21,1 Hz y *Jcr = 3,7 Hz, C-5); 103,93 (t, 2Jcr = 25,4 Hz, C-3°); 68,22 (C-3);
68,13 (C-2); 59,40 (d, ®Jcr = 3,7 Hz, -OCH,-Ar); 56,04 (C-14); 53,50 (C-9); 52,58 (C-17); 50,65 (C-5);
46,52 (C-7); 42,94 (C-13); 42,45 (C-10); 42,39 (C-20); 39,99 (C-12); 39,04 (C-4); 37,50 (C-8); 26,77
(C-16); 26,26 (C-15); 23,93 (C-1); 21,03 (C-11); 16,94 (C-21); 13,46 (C-19); 12,09 (C-18). HRMS-
ESI (modo positivo): m/z calculado para CagHssF20s: 504,2687 [M]*; encontrado 505,2773 [M + H]".

iii. Evaluaciones biologicas
a) Ensayo de inclinacién de lamina de arroz (ILA)
Los registros fotograficos y las mediciones del &ngulo entre la lamina y la vaina del segundo entrenudo,

para concentraciones de 0 M, 10° M, 107 M, 10 M de los analogos de brasinoesteroides en solucion
acuosa y de brasindlida (1), se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5: Actividad de andlogos de BRs disueltos en DMSO mediante bioensayos in vitro de Inclinacion de la lamina de
arroz. Letras indican el nivel de significancia de acuerdo con Test de t-Student (P<0,05).

Apertura del &ngulo (°)

Compuesto 1x10° M 1107 M 1x10°M

HO,,

HO""

HO,,

HO™"

HO,,,

HO™

OH

Brasinoélida (1)

Ho"

134320 394,50

25+9,3¢ e
(0]

Control negativo (H20) 27+4,1

50



b) Ensayo del segundo entrenudo de frijol (SEF)

Los resultados de diferencia entre la longitud del segundo entrenudo de las plantas tratadas con los
analogos de brasinoesteroides en solucion acuosa y de brasinolida (1) como control positivo, todos a
una concentracion de 108 M, se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Efecto de analogos de BRs en el bioensayo de elongacion del segundo entrenudo del frijol a una concentracion de
1x10® M. Letras indican el nivel de significancia de acuerdo con Test de t-Student (P<0,05).

Elongacion del Segundo Entrenudo

Compuesto del Frijol (mm)

OH

13,6+2,52
HO,,,
HO™"
HO,,, 5,843 9°
HO""
2,3+25°

HO.,,

"

HO
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4,145,3%

HO,
F
HO"
F
HO, 2,6+1,8°
F

HO""

Control negativo (H20)
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V1. Discusion de Resultados
i. Estudios in-silico de Docking Molecular

Se identifica que para todos los casos estudiados se tiene en general un RMSD menor a 1 A, lo que
indica que existe estabilidad entre el ligando y a la proteina segun el criterio definido en la metodologia
de RMSD de 2 A como valor méaximo.

Inicialmente, se analizan los resultados para el analogo 75° de forma comparativa respecto a lo obtenido
para la serie 78a-c, de esta forma se puede identificar si las sustituciones planteadas en la cadena lateral
del esqueleto principal tienen un efecto positivo o negativo en el Docking score.

Los valores obtenidos para 75° son de -8,222 y -13,637 para el receptor BRI1 y BRI1-BAK1
respectivamente, siendo en general menores a los valores de afinidad obtenidos para la serie 78a-c y
mucho menores que los obtenidos para la brasindlida (1). Adicionalmente, se presentan un nimero igual
0 menor de interacciones de puente de hidrogeno y fuerzas de London respecto a los analogos 78a-c
para todos los casos. De esta forma se evidencia que las sustituciones propuestas en la cadena lateral
tienen un efecto positivo en la afinidad esperada en los receptores BRI1 y el complejo BRI1-BAK1.

Al analizar los resultados obtenidos para la serie 78a-c, el compuesto 78a es el que presenta mayor
afinidad de union, siendo comparable a la afinidad de la brasinélida. Para el caso del receptor BRI1, este
analogo presenta un Docking score de -10,596, estando por debajo del valor obtenido para brasinélida
de -12,525. Por el contrario, para el caso del receptor BRI1-BAK1, el andlogo 78a presenta un Docking
score superior al de brasindlida, siendo -15,618 en comparacion a -14,719 respectivamente. En la
Figuras 21 y 22 se presentan las poses predichas en el sitio activo para los receptores BRI1 y BRI1-
BAKZ1 de la brasindlida y del analogo 78a respectivamente.

Figura 21: Poses predichas para brasinélida (1) en el sitio activo de BRI1 (Izquierda) y BRI1-BAK1 (Derecha).
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Figura 22: Poses predichas para el andlogo 78a en el sitio activo de BRI1 (Izquierda) y BRI1-BAK1 (Derecha).

La pose predicha por el estudio del analogo 78a en el sitio activo genera 3 interacciones de puente de
hidrégeno con los aminoacidos ASN705, SER647 y TYR597, ademas de 15 interacciones de fuerzas de
London para el caso del receptor BRI1. Al mismo tiempo, para el caso del receptor BRI1-BAK1, esta
pose genera 2 puentes de hidrégeno con los aminoacidos HIS61 y ASN705, ademas de 17 interacciones
de fuerzas de London.

Otro analogo que se destaca es 78b obteniendo un Docking score de -10,583, siendo el segundo analogo
de la serie con mejor afinidad en el sitio activo del receptor BRI1, mientras que para el receptor BRI1-
BAKZ1 logra un valor de -13,891. A diferencia de 78a, este andlogo logra generar solo 2 puentes de
hidrdgeno con los aminoéacidos ASN705 y SER647, ademas de las 15 interacciones de fuerza de London
para el receptor BRI1. No obstante, logra generar 3 puentes de hidrdgeno en el caso del receptor BRI1-
BAK1 con los aminoécidos HIS61, ASN705 y SER647, adicionalmente a las 14 interacciones de fuerza
de London. En la Figura 23 se presentan las poses predichas en el sitio activo para los receptores BRI1
y BRI1-BAK1 del analogo 78b.

Figura 23: Poses predichas para el analogo 78b en el sitio activo de BRI1 (Izquierda) y BRI1-BAK1 (Derecha).

Ambos analogos (78a y 78b) comparten la similitud de tener monosustituciones de atomos de fldor en
posiciones orto y para respectivamente del anillo aromético, acoplado a la cadena lateral del esqueleto
principal. Esto despierta el interés de estudiar la serie completa de analogos que presenten sustituciones
de fldor en el anillo aromatico, lo que se traduce en considerar el andlogo 78c para el analisis, el cual
presenta una disustitucion de atomos de flor en las posiciones orto y para en el anillo aromatico.

El analogo 78c presenta un Docking score de -9,485y -13,847 para los receptores BRI1 y BRI1-BAK1
respectivamente. Respecto a las interacciones de puente de hidrdgeno, presenta exactamente las mismas
que el andlogo 78b, siendo 2 para BRI1 y 3 para BRI1-BAKL.
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Anélogamente, 78c presenta la misma cantidad de interacciones de fuerza de London que 78b. En la
Figura 24 se presentan las poses predichas en el sitio activo para los receptores BRI1 y BRI1-BAK1 del
analogo 78c.

Figura 24: Poses predichas para el analogo 78c en el sitio activo de BRI1 (lzquierda) y BRI1-BAK1 (Derecha).

Finalmente, luego de evidenciar que las sustituciones en la cadena lateral tienen un efecto positivo en la
actividad, ademas de que los analogos estudiados que presentan sustituciones de atomos de fltor en el
anillo aromatico son los que presentan mayores valores de Docking score; se seleccionan los analogos
78a-c para realizar la sintesis quimica, caracterizacion y posteriores ensayos bioldgicos.

ii. Sintesis de compuestos

De acuerdo con la metodologia y la ruta de sintesis indicada en la Figura 20, en una primera instancia
se procedio a la obtencion de los derivados 70-75 desde el acido 3B-acetoxi-23,24-dinorcol-5-en-22-
colénico (69) [61]. De esta forma, la reaccion de esterificacion con diazometano (CH2N?/éter) del acido
69, permitio la obtencién el derivado metilado 70 con 99,9% de rendimiento [61]. EI compuesto 70 fue
caracterizado por técnicas espectroscdpicas combinadas de IR y RMN. En el espectro IR de 70 no fue
observada la sefial entre 3300-2500 cm™, asignada al enlace O-H propio de las funciones de los acidos
carboxilicos (precursor 69). Mientras que la funcién R-CO,CHj5 fue evidenciada por la observacién en
el espectro de *H RMN de la sefial a 54 = 3,64 ppm (3H, s, OCH;). Adicionalmente desde el espectro de
B3C RMN, las sefiales observadas a 8¢ = 177,30 y 51,31 ppm, fueron asignadas al C-22 y grupo OCHs
respectivamente. Los datos de IR y *H RMN fueron consistentes con los reportados para este compuesto
[61] (ver Anexo 3).

Posteriormente reaccion de saponificacion selectiva del grupo acetato en posicion C-3 del compuesto
70, utilizando el sistema NaHCO3;/MeOH/H 0, en reflujo [61], permitié la obtencién del derivado
saponificado 71, con 99,6% de rendimiento. Evidencia espectroscopica de IR muestra una sefial a v =
3497-3417 cm, que se atribuye a la presencia del grupo OH. Mientras que en el espectro de *H RMN,
se observd el desplazamiento quimico de la sefial de H-3 a campo alto (&+ = 3,55-3,48 ppm, m, 1H).
Ademds, desde el espectro de *C RMN, no se observaron las sefiales a 8¢ = 170,51 y 21,42 ppm,
atribuidas al grupo CHsCO presentes en el precursor 70. Mientras que los datos de IR y *H RMN fueron
consistentes con los reportados para este compuesto [61] (ver Anexo 3).
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Reaccion de tosilacion de 71 con TsCl/pi/DMAP [61], permitié la obtencion del derivado tosilado 72
con 86,5% de rendimiento. La principal evidencia espectroscopica de la obtencion del derivado tosilado
provino desde los espectros de *H y 3C RMN, donde en el primero, se observaron las sefiales a 6n =
7,78 ppm (2H, d, J =8,3 Hz) y 7,31 ppm (2H, d, J = 8,3 Hz), asignadas a los hidrégenos aromaticos del
grupo tosilato, como también la sefial observada a 6n = 2,43 ppm (3H, s), perteneciente al grupo CHs-
Ar. Mientras que desde el espectro de *C RMN, las sefiales observadas a ¢ = 144,37; 134,58; 129,69;
127,57 y 123,30 ppm, fueron asignadas a los carbonos arométicos C-1°, C-4’, C-3> y C-2°,
respectivamente (ver Anexo 3).

Tratamiento del tosilato 72 con el sistema AcOK/acetona-agua bajo condiciones de reflujo de acuerdo
con lo reportado [61], permitié la formacion del compuesto 73, con 77,4% de rendimiento. Dese el
espectro IR de 73, se observo la sefial entre 3489-3442 cm* correspondiente a la funcion OH en C-6.
Mientras que desde el espectro de *H RMN, la sefial observada a 8y = 3,25 ppm (1H, ta, J = 2,8 Hz,) fue
atribuida al hidrégeno carbindlico H-6. Mientras que las sefiales observadas a n = 0,52 ppm (1H, ta, J
= 4,2 Hz) y 0,29 ppm, (1H, dd, J = 8,1y 4,9 Hz), fueron asignadas a los hidrégenos diasterotopicos H-
4gem Y 4uans €N funcion de los valores de Ju.+ observados del anillo de ciclopropano entre C-3 y C-5, [69]
(ver Figura 25). Mientras que la orientacion espacial del grupo OH en C-6 fue establecida como axial
sobre el plano, considerando los valores de Ju.r observados (3Jun = 2,8 Hz) para el H-6, correspondientes
a acoplamiento “ecuatorial-ecuatorial” con ambos hidrogenos en H-7 (Figura 25) (ver Anexo 3).

Htrans

gem=81Hz '

3]trams =49 HZ\\\

Figura 25: Estructura 3D del compuesto 73, donde se muestras los acoplamientos H-H para los hidrégenos H-4 y H-6,
cuyos valores confirman la presencia del anillo de ciclopropano y estereoquimica del C-6.

Oxidacion de Jones/CHCl,/acetona del compuesto 73 [61], produjo la cetona 74 con 87,1% de
rendimiento. La evidencia espectroscépica de la formacion del grupo carbonilo en C-6, fue evidenciada
principalmente por la observacion de la sefial a 8c =209,35 ppm, en el espectro de *C RMN del
compuesto 74 (ver Anexo 3).

El paso siguiente consistio en realizar la reaccion de apertura del anillo de ciclopropano con formacion
del alqueno entre los carbonos C2-C3 por tratamiento de la cetona 74 con el sistema tosilato de piridino,
LiBr, DMF bajo condiciones de reflujo segln se describid en literatura [61]. Esto permitio la formacion
del alqueno 75 con 89,8% de rendimiento.
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La presencia del enlace doble entre los carbonos C2-C3 fue detectada desde el espectro de *H RMN por
la observacion de las sefiales a 6+ = 5,69-5,65 ppm (1H, m) y 64 = 5,58-5,53 ppm (1H, m), asignadas a
los hidrégenos H-3 y H-2 respectivamente [61]. Mientras que desde el espectro de *C RMN, se
observaron las sefiales a 6c = 124,92 y 124,42 ppm, asignadas a los carbonos C-3 y C-2 respectivamente,
las cuales fueron correlacionadas desde los espectros 2D HSQC y 2D HMBC (ver Anexo 3).

Reaccion de dihidroxilacion de Sharpless del alqueno 75, de acuerdo con procedimiento descrito [53],
permitid la obtencidn del glicol 75°, con 77,6% de rendimiento. EI compuesto 75’ habia sido preparado
y reportado por dihidroxilacién de Upjohn, pero solo se informaron datos espectroscépicos de IR, y *H
RMN [61].

Desde el espectro de *H RMN, las sefiales observadas a 84 = 4,03 ppm (1H, da, J = 2,8 Hz); y 8 = 3,74
ppm (1H, ddd, J = 11,5; 4,7 y 3,1 Hz); fueron asignadas a los hidrdgenos carbinélicos H-3 y H-2
respectivamente. Mientras que desde el espectro de *C RMN, las sefiales observadas a 6c = 69,31y
68,21 ppm, fueron asignadas a los carbonos C-3 y C-2 respectivamente. Las sefiales carbindlicas
observadas en el espectro de *H y *C RMN, fueron correlacionadas a Juc desde el espectro 2D HSQC,
de acuerdo con lo indicado en la Figura 26.
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Figura 26: Espectro 2D HSQC ed., con proyeccion de 3C DEPT-135, donde se muestran las correlaciones heteronucleares
a YJHC para los hidrégenos H-2, H-3, H-5, H-20, H-7 8, H-18, H-19 y H-21, para el glicol 75°.
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Mientras que la confirmacion de las posiciones de los grupos hidroxilos en C-2 y C-3 fueron establecidas
desde datos de correlaciones heteronucleares a 2Juc y 3Juc observadas en el espectro 2D HMBC. De esta
forma la sefial H-3 (4,03 ppp, da, J = 2,8 Hz) mostré correlaciones a 2Juc con C-2 (8¢ = 68,21 ppm),
mientras que la sefial de H-5 (6w = 2,67 ppm, dd, J = 12,6 y 3,0 Hz) mostrd correlaciones a *Juc con los
carbonos a 8¢ = 68,31 y 13,52 ppm, asignadas a C-3 y C-19 respectivamente, y una correlacion a 2Juc
con C-6 (8¢ = 211,95 ppm), y otras correlaciones heteronucleares a 2Juc y 3Juc, Se muestran en la Figura
27.
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Figura 27: Espectro 2D HMBC para el compuesto 75’y su estructura, que muestran las principales correlaciones
heteronucleares a 2JHC (flechas en negro) y 3JHC (flechas en verde).

La determinacién estereoquimica de los carbonos C-2 y C-3, fue establecida por que la reaccion de
dihidroxilacion ya sea de Upjohn [44,47,51,70-75] o de Sharpless [53] conduce mayoritariamente a la
formacion de cis glicoles con estereoquimicas C-2(R) y C-3(S) en el anillo A de esteroides con fusion
A/B trans (esteroides 5a), que es debido al impedimento estérico que produce el grupo CHs-19 a la
aproximacion del OsO; por la cara superior del anillo A, por lo cual la dihidroxilacidn se ve favorecida
por la cara inferior (Figura 28).
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Figura 28: Adicion preferencial del OsO4 por la cara inferior del plano del enlace doble C2-C3, en el compuesto 75, que
permitira la formacion diasteroespecifica del diol 2a-30. en el compuesto 75°.

Posteriormente, reaccién de saponificacion de 75 bajo condiciones estandares (KOH/MeOH/H-0,
reflujo) y posterior acidificacion, produjo el acido 76 con un rendimiento de 98,4%. Evidencia
espectroscopica de IR, indica la observacion de la sefial entre 3382-2664 cm™, caracteristica de los
grupos O-H presentes en acidos carboxilicos.

Mientras que desde el espectro de *H RMN, no se observa la sefial a 84 = 3,63 ppm asignada al grupo
OCHjs en el compuesto 75. Por otra parte, desde el espectro de *C RMN, se observo un desplazamiento
guimico a bajo campo a 8¢ = 182,80 ppm a para la sefial de C-22, comparada con la sefial de C-22 (8¢
= 177,18 ppm), presente en el compuesto 75. Adicionalmente en el espectro de *C RMN de 76, no se
observo la sefial a 6¢c = 50,67 ppm, asignada al grupo -OCHjs (presente en 75) (ver Anexo 3).

El paso siguiente consistio en realizar las reacciones de esterificacion en la posicion C-22 del &cido 76,
con los correspondientes bromuros de bencilos para acceder a los compuestos 77a-c, segln se indica en
el esquema de reaccion general.

21 O
R4
Cs,CO4/DMF O
o o
R, R,
R2
77a: Ry =F; R;=H
Me:';:/'f'zo 77b: Ry =H; R, =F
o) erlujo o 77c: R =R, =F

Esta reaccion de esterificacién se realizd segln procedimiento descrito, utilizando el sistema
Cs,CO3/DMF/MeOH/H,O/reflujo [66], y permiti6 la obtencion de los derivados esterificados 77a-c con
rendimientos de 48,7%, 83,0% y 55,2% de rendimiento.

Las caracterizaciones y determinaciones estructurales para los derivados 77a-c se realizé principalmente
por técnicas combinadas de 1D y 2D RMN. Como ejemplo se realizard la discusion espectroscopica
para el derivado 77a. De esta forma, en el espectro de *H RMN, se observaron las sefiales aromaticas a
on =7,37;7,34-7,29; 7,13 y 7,07 ppm asignadas a los hidrégenos H-6" (1H, ddd, J =9,2, 7,4y 1,6 Hz,);
H-4’ (1H, m); H-5" (1H, ddd, J = 9,2, 75y 1,0 Hz) y H-3" (1H, ddd, J = 9,5, 8,3 y 0,8 Hz,)
respectivamente. Adicionalmente se observo la sefial a 8u = 5,14 ppm que fue asignada al grupo -OCH,-
Ar (s, 2H).
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Mientras que en el espectro de **C RMN, las sefiales observadas a 8¢ = 161,01; 130,69; 130,16; 124,07;
123,28; 115,44 ppm fueron asignadas a los carbonos arométicos C-2’; C-6’; C-4’; C-5; C-1" y C-3".
Mientras que la sefial observada a ¢ = 59,97 ppm fue asignada al grupo bencilico (-OCH.-Ar). Por otra
parte, las correlaciones entre los hidrégenos aromaticos e hidrégeno oximetilénico (-OCHz-Ar), con sus
correspondientes carbonos fueron asignadas inequivocamente desde la informacion proporcionada por
el espectro 2D HSQC, las cuales se muestran en la Figura 29.
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Figura 29: Espectro 2D HSQC parcial, con proyeccion de 13C DEPT-135, que muestra las principales correlaciones
heteronucleares a 1JHC (flechas en rojo y verde) del grupo bencilo (-OCH2Ar) para el compuesto 77ay su correspondiente
estructura.

Mientras que la confirmacién de unién entre el C-22 (COO-) y el grupo bencilo (-OCHAr), provino
desde la informacion proporcionada por el espectro 2D HMBC. De esta forma la sefial asignada a los
hidrogenos del grupo bencilo (5u = 5,14 ppm), mostr6 correlaciones heteronucleares a 3Juc con el
carbono C-22 (8¢ = 176,35 ppm), como se indica en la Figura 30. Informacion que adicionalmente fue
confirmada por las correlaciones observadas a ®Juc entre el grupo -OCH-Ar, con los carbonos
aromaticos C-2’ (8¢ = 161,01 ppm) y C-6" (8¢ = 130,69 ppm). Ademas, los hidrégenos del grupo -
OCH_-Ar) mostraron una correlacion heteronuclear a 2Juc con el carbono C-1” (8¢ = 123,28 ppm). Estas
correlaciones y otras que fueron observadas se indican en la Figura 30).
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Figura 30: Espectro 2D HMBC parcial, que muestra las principales correlaciones heteronucleares a 2JHC (flechas en azul)
y 3JHC (flechas en rojo) del grupo bencilo (-OCH2Ar) que muestran la conexion entre este sistema y el carbono C-22 para
el compuesto 77a.

Con toda la informacion espectroscépica disponible se logré asignar de forma inequivoca la estructura
del compuesto 77a, lo cual se realiz6 de forma similar para la determinacion estructural de los

compuestos 77b y 77c.

Finalmente, por reaccion de dihidroxilacion de Sharpless de los alquenos 77a-c, se logré la obtencién
de los nuevos analogos de BRs 78a-c con rendimientos de 85,3%, 70,4% y 89,1%. El procedimiento
experimental para la obtencion de estos compuestos se realizé de la misma forma como fue descrito
para la obtencion del glicol 75° desde 75. La determinacidn estructural para cada uno de los analogos
finales se realiz6 de forma similar a la descrita para 75 (ver Anexo 3).
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iii. Evaluaciones biologicas

Analizando los resultados obtenidos para el ensayo de inclinacion de ldamina de arroz, se observa que
los compuestos 75°, 78a y 78b presentan una actividad superior a la del control negativo (agua) para
una de las concentraciones evaluadas. Por el contrario, el compuesto 78c no presento actividad; esto
podria dar indicios de que una disustitucion de flior en el anillo aromético disminuye la actividad
respecto a monosustituciones de fluor.

Al mismo tiempo, se identifica que los compuestos 75° y 78a presentan una relacion de proporcionalidad
inversa entre el angulo de inclinacién observado y la concentracion molar. A diferencia de estos, el
compuesto 78b presenta una proporcion directa entre el dngulo y la concentracion molar, siguiendo el
mismo comportamiento observado para el control positivo (1).

La mayor actividad observada se logra para el caso de 75° a una concentracion de 108 My para 78b a
una concentracion de 10 M; con un angulo de 62° + 2,6° y 63° + 6,6° respectivamente. En comparacion
al control positivo (1) estos resultados son similares a lo observado para la brasinélida a una
concentracion de 107 M (62° + 4,8°) y menores para una concentracion de 10® M (85° + 7,59). De esta
forma se puede afirmar que la actividad de 75’ y 78b a las concentraciones mencionadas presenta una
actividad similar a la de la brasinélida (1). Adicionalmente, se identifica que al comparar los analogos
78ay 78b se evidencia mayor actividad para el andlogo con sustitucion de flGor en posicién para en el
anillo aromatico respecto a tener una sustitucion en posicion orto.

Por Gltimo, los resultados de este ensayo indican que no existe una mejora significativa al incorporar
este tipo sustituciones en el anillo aromatico de la cadena lateral de los analogos de brasinoesteroides
sintetizados, lo que se evidencia en los resultados observados para 75’ respecto a los analogos 78a-c,
siendo opuestos con lo predicho en los estudios de Docking Molecular.

Lo anterior se complementa con los resultados obtenidos para el ensayo de elongacion del segundo
entrenudo del frijol, donde se observa que la mayor elongacion se presenta para el compuesto 75° con
5,8 + 3,9 mm, seguido por el compuesto 78b con 4,1 £ 5,3 mm. Aun cuando se observa una elongacion
significativa para estos compuestos, estos valores solo logran alcanzar alrededor de la mitad del valor
observado para el control positivo (1) de 13,6 + 2,5 mm.

Estas observaciones podrian atribuirse a que los estudios in-silico, si bien son una buena herramienta
para predecir la afinidad de un ligando en el sitio activo de un complejo receptor, no consideran el
proceso de metabolismo celular mediante el cual el ligando se transporta desde fuera de la célula hasta
el complejo receptor. Adicionalmente, se debe considerar que el estudio de Docking molecular predice
el acoplamiento entre el ligando y el receptor en un instante de tiempo, pero no entrega informacion
sobre la evolucion del comportamiento de afinidad de acoplamiento en el tiempo, pudiendo ser menor
respecto al valor predicho por el estudio. Esto se puede complementar con estudios in-silico de Dinamica
Molecular, lo que genera una proyeccion de oportunidad de mejora en la metodologia planteada y el
disefio de la semi-sintesis realizada.
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VIIl. Conclusiones

Tres analogos de brasinoesteroides de esqueleto similar a la castasterona (3) funcionalizados como
carboxilato de fluoro bencilo en C-22 fueron sintetizados a partir de acido 3p-acetil-23,24-Bisnor-5-
cblenico (69) y caracterizados completamente por medio de técnicas espectroscopicas. Estos nuevos
analogos fueron obtenidos por medio de una ruta de semi-sintesis disefiada y desarrollada de forma
eficiente.

Los resultados de los ensayos de inclinacion de la 1dmina de arroz y segundo entrenudo de frijol
indicaron que los compuestos 75° y 78b fueron los mas activos a concentraciones de 108 My 10°% M
respectivamente, pero menos activos que la brasinélida (1), el cual es uno de los compuestos mas activos
de los brasinoesteroides de origen natural, y utilizado como control positivo. Al mismo tiempo, se
evidencia que el analogo 78b tiene mayor actividad que 78a indicando que la sustitucion de flaor en el
anillo aromatico en posicion para genera un mayor efecto en el crecimiento vegetal respecto a una
sustitucion en posicion orto.

Los estudios de Docking molecular predicen un acoplamiento apropiado para los analogos 78a-c en el
sitio activo del complejo receptor BRI1/BAKZ1, formando interacciones de puentes de hidrogeno y de
fuerza de London, obteniendo una energia de union similar e incluso superior a la de la brasindlida (1).
Sin embargo, se observd un efecto opuesto entre los resultados predichos por el estudio de Docking
molecular y lo observado en los ensayos biol6gicos, identificando que para el compuesto 75° se predice
una menor afinidad de unién respecto a los analogos 78a-c, sin embargo, presenta una de las mayores
actividades en el crecimiento vegetal en los ensayos aplicados. En base a esto, se plantea la posibilidad
de realizar otro tipo de estudio in silico como modelaciones de Dindmica molecular para obtener una
mejor prediccion de la afinidad de unién y que esta sea coherente con lo observado en los bioensayos.

Los resultados observados demuestran que la hipotesis planteada se cumplid en forma parcial, dado a
gue los nuevos analogos de brasinoesteroides con estructuras de ésteres de bencilos en la cadena lateral
con sustituciones de atomos de flior en el anillo aromatico sintetizados (78a-c) presentaron una
actividad reguladora de crecimiento vegetal leve, en comparacién al compuesto 75° que no tiene en la
cadena lateral la funcién bencilica sustituida y que fue superior a la brasindlida (1) para su concentracion
mas baja evaluada.

La actividad observada para el compuesto 75 plantea la posibilidad de obtener un efecto positivo en el
crecimiento vegetal sin la necesidad de alterar la cadena lateral, necesitando menos pasos de reaccion
en la ruta de sintesis. Esto visto desde una perspectiva de escalamiento industrial de las reacciones es
positivo, ya que el rendimiento global aumentaria, pudiendo entrar a competir como un producto
aplicado a cultivos comerciales como ya lo son otros derivados sintéticos de brasinoesteroides.

Se crea el interés de continuar la linea de investigacion con compuestos sin sustituyentes halogenados
en el grupo benzoilo, o cambiar la funcionalidad de la cadena lateral desde benzoilo a benzoato, para
estudiar su actividad en el crecimiento vegetal, pudiendo evaluar la factibilidad de una produccion a
gran escala.
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Anexo 1: Modos predictivos de union con BRI1y BRI1-BAK1 para 1, 75’ y 78a-c.
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Figura Al. 1: Modo predictivo de union de 1 en el sitio de union de BRI1 (PDB 4M7E).

ASN 705

Figura Al. 2: Modo predictivo de union de 75" en el sitio de union de BRI1 (PDB 4M7E).
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Figura Al. 4: Modo predictivo de unién de 78b en el sitio de union de BRI1 (PDB 4M7E).

71



r

ASN 705

TYR 597

TYR 642

2

ASN 705

TYR 642

/

Figura Al. 6: Modo predictivo de union de 1 en el sitio de union de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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Figura Al. 7: Modo predictivo de union de 75’ en el sitio de unién de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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Figura Al. 8: Modo predictivo de union de 78a en el sitio de unién de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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Figura Al. 9: Modo predictivo de unién de 78b en el sitio de union de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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Figura Al. 10: Modo predictivo de unién de 78c en el sitio de union de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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Anexo 2: Diagramas de interacciones con BRI1 y BRI1-BAK1 para 1, 75’ y 78a-c.

La nomenclatura grafica de interacciones para los diagramas de interacciones 2D entre los aminoacidos
del sitio activo y cada ligando se presenta en la Figura A2.1.

() Charged (negative) Polar ----  Distance —  Salt bridge

() Charged (postive) ) Unspecified residue —»=  H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
Hydrophobic Hydration site &# Pi-Pi stacking

) Metal *  Hydration site (displaced) —® Pi-cation

Figura A2. 1: Nomenclatura para diagramas de interacciones 2D.
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Figura A2. 2: Diagrama de interacciones de 1 en el sitio de union de BRI1 (PDB 4M7E).
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Figura A2. 3: Diagrama de interacciones de 75° en el sitio de union de BRI1 (PDB 4M7E).
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Figura A2. 4: Diagrama de interacciones de 78a en el sitio de unién de BRI1 (PDB 4M7E).
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Figura A2. 6: Diagrama de interacciones de 78c en el sitio de unién de BRI1 (PDB 4M7E).

77



1LE
1LE TRe A: 592
A: 563 A: 564
THR
A: 649 —
PRO
A: 648
SER
A 647
THR
A: 646
PHE OH
A: 681
LE
A: 682 .
",
‘OH
ASN
TRP
= c:59
1LE E TYR
A: 706 c A: 597
HIS
c61 1 § HO",
/ TYR
A: 599
VAL
c:62
\ HO™
THR A
c63 =4

TYR

A: 642
THR

A: 729

Figura A2. 7: Diagrama de interacciones de 1 en el sitio de unién de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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Figura A2. 8: Diagrama de interacciones de 75’ en el sitio de unién de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).

78



LEU
A: 615

ILE
A: 540

THR

A: 729 \
Q TR
T ) TR
C:63 1599 5
j )-\A- 22 1LE
THR

A: 592

SER w==A: 646

/. 647

Figura A2. 9: Diagrama de interacciones de 78a en el sitio de union de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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Figura A2. 10: Diagrama de interacciones de 78b en el sitio de union de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).

79



TRP

MET =
) HIS = THR o 4647 ™
_PHE : 645 A 646 PR

THR
Az 49

-

GLN
C: 47

™R

o} "
TRP WG LEU
59 / A 615

Figura A2. 11: Diagrama de interacciones de 78c en el sitio de unién de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).

Anexo 3: Espectros de RMN para los compuestos 69-75, 75°, 76, 77a-c y 78a-c.
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Figura A3. 1: Espectro de *H RMN de Acido (20S)-3-acetoxi-5-pregnen-22-oico (69).
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Figura A3. 7: Espectro 2D *H-3C HSQC-ed. de (20S)-34-hidroxi-5-pregnen-22-carboxilato de metilo (71).
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Figura A3. 10: Espectro de *C RMN de (20S)-35-(4-toluensulfoniloxi)-5-pregnen-22-carboxilato de metilo (72).
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Figura A3. 14: Espectro de *H RMN de (20S)-64-hidroxi-3a, 5-ciclo-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (73).

S855TT
ﬁmm,ﬁ%
E060LT
86410
62652
SN,«.NW
£696'PT—
PTET'LE—
225867
LZLTEE—
EBEDLEN_
9THB'BE~
STT6'65<

mo?,mv
nvmhmv
ommm,mv.\
Z1es L
ﬁmmﬁm.\
n:o,mm.\.

L2Z0'95

PTSYEL
omhw,wh/.

PETE'LL

BSTHLLT—

170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

180
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Figura A3. 20: Espectro de 3C RMN de (20S)-6-0x0-3a, 5-ciclo-5a-pregnan-20-carboxilato de metilo (74).
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Figura A3. 26: Espectro de *C RMN DEPT-135 de (20S)-6-0x0-5a-pregn-2-eno-20-carboxilato de metilo (75).
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Figura A3. 29: Espectro de ‘*H RMN de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-20-carboxilato de metilo (757).
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Figura A3. 34: Espectro de *H RMN de Acido (20S)-6-0x0-3a-preg-2-en-22-carboxilico (76).
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Figura A3. 35: Espectro de *C RMN de Acido (20S)-6-oxo-5a-preg-2-en-22-carboxilico (76).
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Figura A3. 36: Espectro de 3C RMN DEPT-135 de Acido (20S)-6-0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilico (76).
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Figura A3. 37: Espectro 2D H-13C HSQC ed. de Acido (20S)-6-0x0-35a-preg-2-en-22-carboxilico (76).
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Figura A3. 38: Espectro 2D H-13C HMBC de Acido (20S)-6-0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilico (76).
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Figura A3. 40: Espectro de 3C RMN de (20S)-6-ox0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2-fluorobencilo (77a).
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Figura A3. 41: Espectro de 3C RMN DEPT-135 de (20S)-6-0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2-fluorobencilo (77a).
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Figura A3. 42: Espectro 2D *H-'3C HSQC ed. de (20S)-6-o0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2-fluorobencilo (77a).
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Figura A3. 43: Espectro 2D *H-*C HMBC de (20S)-6-0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2-fluorobencilo (77a).
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Figura A3. 44: Espectro de *H RMN de (20S)-6-o0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (77b).
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Figura A3. 45: Espectro de *C RMN de (20S)-6-ox0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (77b).
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Figura A3. 46: Espectro de 3C RMN DEPT-135 de (20S)-6-0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (77b).
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Figura A3. 47: Espectro 2D *H-'3C HSQC ed. de (20S)-6-o0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (77b).
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Figura A3. 48: Espectro 2D H-3C HMBC de (20S)-6-ox0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (77b).
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Figura A3. 49: Espectro de 'H RMN de (20S)-6-oxo-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo (77c).
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Figura A3. 50: Espectro de 3C RMN de (20S)-6-ox0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo (77¢).
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Figura A3. 51: Espectro de **C RMN DEPT-135 de (20S)-6-0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo (77c).
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Figura A3. 52: Espectro 2D *H-13C HSQC ed. de (20S)-6-ox0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo (77c).
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Figura A3. 53: Espectro 2D *H-13C HMBC de (20S)-6-0x0-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo (77c).
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Figura A3. 54: Espectro de *H RMN de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 2-fluorobencilo (78a).
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Figura A3. 55: Espectro de *C RMN de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 2-fluorobencilo (78a).
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Figura A3. 56: Espectro de 1*C RMN DEPT-135 de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 2-
fluorobencilo (78a).
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Figura A3. 57: Espectro 2D H-13C HSQC ed. de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 2-
fluorobencilo (78a).
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Figura A3. 58: Espectro 2D *H-3C HMBC de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 2-fluorobencilo

(78a).
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Figura A3. 59: Espectro de *H RMN de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (78b).
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Figura A3. 60: Espectro de *C RMN de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-0xo-5a-pregnan-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (78b).
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Figura A3. 61: Espectro de **C RMN DEPT-135 de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 4-

fluorobencilo (78b).
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Figura A3. 62: Espectro 2D 'H-3C HSQC ed. de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 4-
fluorobencilo (78b).
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Figura A3. 63: Espectro 2D *H-3C HMBC de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 4-fluorobencilo
(78b).
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Figura A3. 64: Espectro de *H RMN de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-Oxo-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo

(78¢).
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Figura A3. 65: Espectro de **C RMN de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-Oxo-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo

(78c).
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Figura A3. 66: Espectro de 3C RMN DEPT-135 de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-Oxo-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-
difluorobencilo (78c).
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Figura A3. 67: Espectro 2D H-'3C HSQC ed. de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-Oxo-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-
difluorobencilo (78c).
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Figura A3. 68: Espectro 2D H-3C HMBC de (20S)-2a,3a-dihidroxy-6-Oxo-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-

difluorobencilo (78c).

Anexo 4: Espectros de Masas de Alta Resolucion para los compuestos 75’ y 78a-c.
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Figura A4. 1: Espectro de Masas de (20S)-6-0xo0-5a-pregn-2-eno-20-carboxilato de metilo (75°).
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Figura A4. 2: Espectro de Masas de (20S)-2q, 3« -dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 2-fluorobencilo (78a).
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Figura A4. 3: Espectro de Masas de (20S)-2q, 3« -dihidroxy-6-oxo-5a-pregnan-22-carboxilato de 4-fluorobencilo (78b).
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Figura A4. 4: Espectro de Masas de (20S)-2¢, 3a-dihidroxy-6-oxo-5a-preg-2-en-22-carboxilato de 2,4-difluorobencilo (78c).
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