Departamento Magister en Ciencias
de Mencion

UNIVERSIDAD TECNICA
FEDERICO SANTA MARIA

UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO SANTA MARIA

PROGRAMA DE MAGISTER EN CIENCIAS,
MENCION QUIMICA

SINTESIS DE NUEVOS ANALOGOS DE
BRASINOESTEROIDES CON CADENA LATERAL DEL
TIPO 22, 23-BISNORCOLANICOS, Y SUS EFECTOS EN LA
ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CRECIMIENTO VEGETAL.

Franco Andreas Cimino Prado

Magister en Ciencias mencién Quimica

Julio de 2023



Departamento W Magister en Ciencias
de Mencidn

UNIVERSIDAD TECNICA
FEDERICO SANTA MARIA

UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO SANTA MARIA

PROGRAMA DE MAGISTER EN CIENCIAS,
MENCION QUIMICA

SINTESIS DE NUEVOS ANALOGOS DE
BRASINOESTEROIDES CON CADENA LATERAL DEL
TIPO 22, 23-BISNORCOLANICOS, Y SUS EFECTOS EN LA
ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CRECIMIENTO VEGETAL.

Tesis de Grado presentada por
Franco Andreas Cimino Prado
Como requisito parcial para optar al grado de
Magister en Ciencias, mencién Quimica.
Profesor Director de Tesis
Dr. Luis Espinoza Catalan

Profesor Codirector de Tesis
Dr. Angel Amesty Arrieta

Julio de 2023



Departamento N Magister en Ciencias

- de P Menciér
UNIVERSIDAD TECNICA
FEDERICO SANTA MARIA

PROGRAMA DE MAGISTER EN CIENCIAS,
MENCION QUIMICA

TITULO DE LA TESIS:

Sintesis de Nuevos Analogos de Brasinoesteroides con Cadena Lateral
del tipo 22, 23-bisnorcolanicos, y sus Efectos en la Actividad Bioldgica
de Crecimiento Vegetal.

AUTOR:
Franco Andreas Cimino Prado

TRABA]JO DE TESIS, presentado en cumplimiento parcial de los requisitos para el Grado
de Magister en Ciencias, mencion Quimica de la Universidad Técnica Federico Santa
Maria.

Dra. Katy Diaz Peralta. = s

Dr. Hernan Pessoa Mahanna. = = eeeeseseseseseeesesesessnsens

Dr. Lautaro Taborga Morales. et

Dr. Angel Amesty Arrieta. e

Dr. Luis Espinoza Catalan. .

Valparaiso, Chile. Julio de 2023



Agradecimientos...

En este trabajo de tesis quisiera agradecer en primer lugar al Dr. Luis Espinoza
Catalan por su constante apoyo, guia y paciencia durante todo este proceso de
investigacion, y ser uno de los pilares fundamentales en mi formacion desde el pregrado.
A la Dra. Katy Diaz Peralta por su colaboraciéon con los experimentos de pruebas
bioldgicas. Al Dr. Martin Iglesias-Arteaga y todo su equipo por recibirme en su laboratorio
durante la sintesis realizada en la Universidad Nacional Auténoma de México, en especial
a Martha Mayorkin, Manuel Ramos y Anielka Rosado Abén. Al Dr. Angel Amesty Arrieta
por sus tutorias y entrenamiento en los experimentos de docking molecular. Al Dr.
Lautaro Taborga por las correcciones finales y consejos durante mi formacién. A mi
compaifiera de posgrado Maria Nufiez por su colaboracion en la sintesis. A todo el equipo
del Laboratorio de Sintesis Organica de la Universidad Técnica Federico Santa Maria, en
especial a Ernesto Valdés y César Gonzales, por su gran compafiia, apoyo y amistad. Al
Departamento de Quimica, a la Direccion General de Posgrado y al Programa de Incentivo

a la Iniciacion Cientifica de la de la Universidad Técnica Federico Santa Maria.

A mis padres Luciana y César, por su apoyo durante todos estos afios, por su amor

y confianza en mi constante busqueda de la felicidad.

Y a Carmen, por acompafiarme durante todo este proceso, en los buenos y los
malos momentos, en los aciertos y los errores, en las dudas y en las certezas, por

brindarme tu amor incondicional.

A cada persona que me brind6 un consejo o una palabra de animo, muchas gracias a

todos.



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

CONTENIDO
INAICE dE FIGUIAS .. s s s sassssasas 5
00T o3 L I T ] b U 6
Indice de ESQUEMAS......ccoimmmmimimisismmsmsssssnsssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssasassssssssssssssssssasas 6

RESUMEN 7
SUMMARY 8
CAPITULO 1 - INTRODUCCION ....couuuerrssseessssmsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 9

1.1 Antecedentes generales sobre hormonas reguladoras de crecimiento vegetal....9

1.2 BraSiNOESTEIOIAES .....ccuieeereeurereeseeees et essesse et ssss s ssesss s ssesse s ss s 11
1.2.1 Relacién Estructura-Actividad relativa de los brasinoesteroides. ........ccouuereunee. 13
1.2.2 Relacién estructura-actividad basada en modificaciones del anillo A. .............. 14
1.2.3 Relacién estructura-actividad basada en las modificaciones del anillo B......... 15
1.2.4 Relacidn estructura-actividad relativa en la fusion de los anillos A/B............... 16

1.2.5 Relacién estructura-actividad basada en la funcionalizacién y longitud de la
€CAAENA [ALETAL ... ————_————— 16

1.2.5 Sintesis de Brasinoesteroides y Sus analogos. ......ceneeneenmeeneesnsssnessssessessnes 17

1.3 Andlogos sintéticos de brasinoesteroides con modificacion en la cadena lateral.

..................................................................................................................................................................... 19

1.4 Analogos sintéticos de brasinoesteroides con funciones 5a-hidroxi-6-oxo y
diferentes cadenas 1aterales. ... sssss s 23
1.5 Estudios “in-silico” de Relacién Estructura Actividad (SAR)....coemeereeeneeenneesennne. 24
CAPITULO 2 - OBJETIVO DE INVESTIGACION.......neeeruuummeeesssssssesssssssssesssssssssssssssssesssssenes 31
HIPOTESIS c.cooeteteersessssesssssssessssessssesssssssss s sssss s ss s bbb ssess s sssssssas 31
2.1 ODjJEtiVOS GENETALES...oueeureueeseerrersrensseesseeesesss s s s sssees s s s s ss s 31
2.2 ODbjetivos ESPECIICOS ..vuuirererreeseesseetseeessessessssssse s st ssssssssss s ssssssssssssssssssssessssssssssssesssas 32
CAPITULO 3 - METODOLOGIAS.........couummeeerssssmmseessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssnnns 33
3.1 Metodologia STNLESIS QUIMICAS....cuvuuerrmeenreereeereeenseessisessseessssessessess s ssssss s sssssssessssssns 33
3.2 Metodologia evaluaciones biol0GiCas ... 34
3.2.1 Ensayo biolégico de Inclinacién de la Lamina de Arroz (ILA) .oeneenmeeseesseceseeens 34

3.3 Metodologia de estudios in-silico de relacion estructura-actividad por docking
moleculares e induced-fit dOCKING ... seessssse s ssssesssssssees 35
3.3.1 Acoplamiento moleculares (AOCKING) ...oreeeereereersneesmeesseesseessessesssessssessssssssssssesseeens 35
CAPITULO 4 - PARTE EXPERIMENTAL ....oosnimnmnsmmssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 36
4.1 Materiales Y €qUIPOS ZENETALES .....coreuieriureerieeesreesesseiseesessse e ssess s s ssessssssessssssssssssssans 36



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

4.1.1 SOIVENTES ittt 36
4.1.2 INSUINIOS oot bbb b b 36
4.1.3 REACTIVOS ..ottt 37
4.1.4 Cromatografia en capa fiNa. ... esssesssssseas 37
4.1.5 Cromatografia €N COIUMMNA ...t sess s sessss s s sssesaees 37
4.2 InStrumentos ¥ EQUIPOS ..o sssssesssssssssssns 38
4.3 Materiales y equip0S: DIOIOZICOS. ...t ssssseeans 39
4.4 ADTevIiaturas ¥ SIZIAS ..ot ssesesseesseeecsseese s sse st s st 39
4.4.1 Abreviaturas en resonancia magnética NUCIEAT .........cermeenmeeneeeseeenseensessessseessseenens 40
4.4.2 Abreviaturas en espectroscopia iNfrarrojo. ... eeneeneeseesseessseessessesssessesssees 41
4.4.3 Abreviaturas en espectrometria de MaSAS .....ccererseesrmessmessseesseesseesssessessesssesssesssees 41
4.4.4 Abreviaturas en Dindmica y Acoplamiento Molecular.......eeneeneeneesseesseeenens 41
4.5 SINLESIS A€ COMPUESTOS .ruirrrerrerrmesssessssssssssssssssesssssesss st ssssssssssssssssssssssssssasesssssssssssssssassssssans 42
4.6 Evaluaciones DiOlOZICaS  ...urreieeiereeinsessessseessesssssssss s sssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssees 50
4.7 ESTUAIOS IM-SIlICO eureeerreereemreesseeeseeeseeseessesssesssesssesssessseesssesssssmsesssesssssssesssesssesssessssssssssssessssssnessees 52
CAPITULO 5 - RESULTADOS Y DISCUSIONES........cconmnmnmnmnmmmmnmsmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssss 53
5.1 SINEESIS QUIMMICAS ..uuevurvueeereeeseeeeeeseese st sssesssessssssss s ssse bbb bbb 53
5.2 Evaluaciones DIolOZICaS. ..o ueeeeneinneeseceseetsssess s ssss st sssssssesssessss s s ssssssssssssssssssssesens 63
5.3 EStUAIOS “IN-SIlICO" c.orerrrereerreerreeeseenseesseesssessssssesssesssssssssssssssessssssssssssesssesssssssssssssssssssssssssesssasssesens 66
CAPITULO 6 — CONCLUSIONES .....cosciismsmsmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssses 69
REFERENCIAS 71
ANEXO 1 79
ANEXO 2 102



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

INDICE DE FIGURAS

Figura 1.2.1 Estructuras de algunos brasinoesteroides naturales.........oneenmeesseeseeens 12

Figura 1.2.2 Diferentes patrones de sustituyentes en los anillos A, B y la cadena lateral
de brasinoesteroides de Origen NAtUTAL ... sssssesssesseeas 13

Figura 1.2.1 Estructuras de 2-deoxi-33-28-homobrasinélodo (9) y 28-homotifasterol

(10 ettt e s bR R e R R R R SRR R R e e e e e n s e nne e e 14
Figura 1.2.3 Efecto en la actividad bioldgica de la funcionalizacién relativa en el anillo
5 TN 15

Figura 1.2.4 Conformaciones espaciales del nucleo esteroidal de 5a-colestano y 53-
colestano con fusion de los anillos A/B tipo trans (izquierda) y con fusion de los anillos
WA 3w o Yo Xos E (6 120 /=Y =) PP 16

Figura 1.2.5 Estructura de 22,23-diepi-28-homobrasinélido (15) y efecto en la actividad
biolédgica de los sustituyentes en la cadena lateral.........occneennnsenseenneeseesseeeseeesse e 17

Figura 1.2.6 Estructuras de los esteroides principales 16-23 utilizados como sustancias
de partida para la sintesis de brasinoesteroides naturales y sus analogos. ........cc.ccveeeeeen. 18

Figura 1.3.1 Estructuras de andlogos de brasinoesteroides con modificaciones
importantes en la cadena lateral. ... ————— 19

Figura 1.3.2 Andlogos de brasinoesteroides con cadenas laterales del tipo 23,24-
dinorpregnanos, funcionalizadas en forma de éteres, ésteres y acidos carboxilicos........ 20

Figura 1.3.3 Analogos de brasinoesteroides con sustituyentes aromaticos en la cadena

lateral (QrilDrasinOEStErOIAES ). o rerrerreesreerseerserssessees s s sess s sssess s ssseessees s snses 21
Figura 1.3.4 Analogos de brasinoesteroides del tipo 24-Nor colanos, con funciones
benzoato en la posicidn C-23 de la cadena [ateral. ... 22
Figura 1.4.1 Anilogos de brasinoesteroides con funcién 5a-hidroxi-6-oxo y
modificaciones estructurales en la cadena lateral...... 23
Figura 1.5.1 Complejo BRI1-BAK1 cocristalizado con Brasindlido (1) (cédigo PDB:
AIMTE .. oot ettt ettt et h e bt he e e e e e R R R R R b £ e eh e s e et ene b e e e e s 26

Figura 1.5.2 A. Vista lateral del receptor BRI1 sin unirse al brasindlido (1) B. Vista
superior del receptor BRI1 sin unirse al brasindlido (1). C. Interaccién del dominio de
insercion con la SUPErfiCie CONCAVAL. ....ovwerreeecereeeneeseesseessees s esss s ssssss s ssssss e sanes 27

Figura 1.5.3 Estructuras de analogos de brasinoesteroides monohidroxilados obtenidos
desde acido 3a-acetoxi-23,24-bisnorcolénico (23)...ceenmeemeeseesneersesseesseesssessessseeseeens 28

Figura 1.5.4 Superposicion del analogo de BRs monosustituido 86 con la pose del cristal
de DrasinOlido......cccioeiieiie i s 29

Figura 1.5.5 Estructuras de los nuevos analogos de BRs propuestos para el estudio de
esta Tesis, que seran obtenidos desde acido 3B-acetil-23,24-bisnor-5-colénico (23).....30

Figura 2.2.1 Compuestos 95 - 99 a los que se realizara pruebas de actividad biologica
mediante el ensayo de la LAmina de Arroz (ILA). sssssssssssssssssssssssnns 32

Figura 5.1.1 a) Esquema de reduccion de la 3,6-diona 95, para producir el 33,63-diol 96.
b) Representacidn 3D de 10S COMPUESLOS 95 ¥ D6 ........cuereereereureeseenensseisesessessessssssssssessssseenns 55



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

Figura 5.1.2 Espectro 2D NOESY parcial del 33,6[3-diol 96...........ccorcnenrenreeneeerneerneereeeseeens 56
Figura 5.1.3 Espectro 2D HSQC parcial con traza 13C DEPT-135, del compuesto 97 ......57

Figura 5.1.4 Superior: espectro 2D HMBC completo del compuesto 97. Inferior:
espectro 2D HMBC parcial del compuesto 97 .o .cocevueriiiiiiiiiie e 58

Figura 5.1.5 Superior: espectro 2D HMBC completo del compuesto 98. Inferior: espectro
2D HMBC ampliado del compuesto 98.........cceemeereernreeneremseesssessnesssessssessesssssssssssssssssssesssssssesens 60

Figura 5.1.6 Estructura parcial y espectro 2D NOESY del compuesto

Figura 5.2.1 Efecto de incremento en la actividad biolégica para analogos de BRs mono
oxigenados en el anillo A, fusién de anillos A/B de tipo “trans” y funcién oxigena en anillo

2 RSSO 64
Figura 5.3.1 Modos de unién predichos en 3D y 2D del compuesto 97 en la superficie del
bolsillo de union al brasindlido (PDB 4M7E)......oneeneeseeesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 68

INDICE DE TABLAS

TABLA 1.1 ESTRUCTURAS QUIMICAS DE HORMONAS VEGETALES NATURALES. ...ouvvrueemeesseesseeeserssenanes 10
TABLA 4.6.1 EFECTO DE LOS ANALOGOS DE BRASINOESTEROIDES 95-99 EN LA APERTURA DEL
ANGULO (°) EN EL ENSAYO DE INCLINACION DE LA LAMINA DE ARROZ (ILA). coevveeeeereerrernreennee 51
TABLA 5.2.1 ANGULO PROMEDIO DE INCLINACION DE LA LAMINA DE ARROZ (GRADOS + DS) PARA LA
SERIE D5=07 ....oeeeeteeeteseeseess e sssess s ss s ss s s s 64
TABLA 5.2.2 ANGULO PROMEDIO DE INCLINACION DE LA LAMINA DE ARROZ (GRADOS + DS) PARA LA
SERIE 98-99........cooirirmserisissssssssss e ssssssssss s ss s s 64

INDICE DE ESQUEMAS

ESQUEMA 1 RUTA DE SINTESIS PROPUESTA PARA LA OBTENCION DE LOS ANALOGOS 95-99. .33



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

RESUMEN

Durante este trabajo de tesis se sintetizaron 5 nuevos andlogos de
brasinoesteroides desde acido 3f-acetil-23, 24-bisnor-5-c6lenico (23). Dos de los
compuestos obtenidos presentaron una actividad biolégica significativa en la prueba de
inclinacién de la lamina de arroz (ILA). En estas pruebas se probé que el efecto del metil
éster del acido 3B-hidroxi-6-0x0-23,24-bisnor-22-oico (97) a concentraciones de 1x10-7
M y 1x10-¢ M fue mayor que aquel producido por el brasinélido. Junto a las pruebas
biolégicas se llevaron a cabo estudios de simulaciones in silico de Docking Molecular e
Induced Fit (IFD) para los compuestos que presentaron los mejores resultados de
actividad en crecimiento vegetal para investigar los modos de unién en el surco de
acoplamiento al brasinélido, el cual revel6 que el compuesto 97 poseia una alta energia

de unién y buena afinidad, consistente con los resultados in vivo.
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SUMMARY

During this thesis five new brassinosteroid analogues were synthetized from 33-
acetoxy-23,24-dinorchol-4-en-22-oic acid (23). Two of the obtained compound showed
significant activity in the Rice Lamina Inclination Test (RLIT). During these tests the
effects of the methyl ester of 3B-hydroxy-6-oxo-23,24-dinorcholan-22-oic acid (97) at
concentrations of 1 x 107 and 1 x 106 M proved to be higher than those produced by
brassinolide. In silico Molecular Docking and Induced fit docking (IFD) simulations for
the compounds with the highest biological activity data were carried out to investigate
the binding mode interactions into the brassinolide-binding groove which revealed that
the compound 97 had high binding energy values and a good affinity, consistent with the

in vivo results.
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CAPITULO 1 - INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales sobre hormonas reguladoras de crecimiento vegetal.

Los organismos superiores cumplen sus funciones normales a través de una alta
coordinacién entre las diferentes actividades realizadas por células, tejidos y 6rganos.
Asimismo, el organismo debe poder percibir y responder a los cambios de su entorno.
Entre los distintos mecanismos de regulacién el méas conocido es el sistema mediado por
mensajeros quimicos, el cual corresponde a un conjunto de moléculas esenciales que
permiten la comunicacion entre células distantes para coordinar sus actividades. Estos
compuestos son importantes reguladores del crecimiento y desarrollo en las plantas y
median respuestas a distintos tipos de estrés, tanto biéticos como abiéticos. En los
animales hay una enorme variedad de hormonas quimicas, cada una de las cuales se
dirige a un namero limitado de células, provocando una respuesta altamente especifica,
siendo ademas sintetizados en tejidos especializados. Por el contrario, en las plantas las
hormonas (o fitohormonas) son menores en nimero, por lo tanto, afectan a la mayoria
de las células provocando diversas respuestas, siendo ademas sintetizadas en todas las
células y no so6lo en tejidos especificos. Por otro lado, la acumulacién y efectos de cada
una de las fitohormonas son moduladas por influencias ambientales, de desarrollo, asi

como por las actividades de otras fitohormonas.

Durante los ultimos afios se han producido grandes avances tendientes a la
comprensiéon del mecanismo de accion de las fitohormonas, incluidos nuevos
descubrimientos en las areas de biosintesis, transporte, percepcién y respuesta. Los
receptores especificos de muchas de las principales hormonas ya han sido identificados.
Estudios confirman que las vias de sefializacion de las hormonas interactiian en multiples

niveles durante el crecimiento y desarrollo de la planta [1,2].

Julius von Sachs y Charles Darwin postularon durante el siglo XIX que diversos
procesos de crecimiento de las plantas estan regulados por "sustancias" que se mueven
de una parte de la planta hacia otra [3,4]. Un siglo mas tarde se supo que las sustancias
en cuestion son pequeiias moléculas derivadas de diversas rutas metabolicas esenciales.
En general, estos compuestos estan presentes en concentraciones muy bajas y actian de
forma local, en o cerca del sitio donde se biosintetizan (actividad paracrina), o en tejidos

distantes (actividad endocrina). Durante los dltimos afios, el nimero de compuestos con
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funcién hormonal ha ido aumentando y ahora se incluyen (pero no se limitan a) auxinas
(IAA), giberelinas (GA), acido abscisico (ABA), Citoquininas, etileno, acido jasmoénico (JA),
acido salicilico y los brasinoesteroides (BRs). Colectivamente estos compuestos regulan
todos los aspectos de la vida de las plantas, desde la formacién de patrones durante el
desarrollo a las respuestas frente a estrés biotico y abiodtico [5,6]. En la Tabla 1.1 se

muestran algunas de las estructuras quimicas de estas hormonas.

Tabla 1.1 Estructuras quimicas de hormonas vegetales naturales.

Hormonas Estructuras
Auxinas CH,COOH (CH,)sCOOH ! CH,COOH

N N N

\ \ \
H H H

dcido indol acético (IAA)  4cido 3-indol butirico (IBA)  4cido 4-cloro-indol-3-acético  4cido 2-fenil acético (PAA)
(4-CI-IAA)
Giberelinas

Citoquininas A)v A)\ jh
OH H H
HN Z HN/\® N Z >N
N N

\ (0]
= = N = = N
Ly Ly Ly U
K K N KN N K N
\ \ \ N \
H H H H
Zeatina Cinetina Isopentenil adenina Benzilaminopurina (BAP)
Etileno CH2=CH:

Acido absicico

Acido abscisico Acido 4'-dihidrofaseico Acido Faseico
(S-cis-ABA)

Acido Salicilico P

Jasmonatos

CO,CH3
(-) Acido jasmonico (-) Jasmonato de metilo

Estrigolactonas o A o AP
\
o o,
", 0, o) : . 0O
OH @
OH o oﬁ/o _=o o
S
(+)-Strigol Acetato de (+)-Strigol (+)}-Orobanchol
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1.2 Brasinoesteroides

Dentro de la gran variedad de esteroides sintetizados por las plantas, se reportd
en 1970 que los extractos de Colza (Brassica napus L.) producian un efecto de elongacién
en el tallo de frijol. A las sustancias que tienen este efecto de crecimiento se les denominé
“brassinos” [7]. Sin embargo, en 1979 se reportd un regulador potente de crecimiento
vegetal llamado brasindlido (1) (Figura 1.2.0), el cual promueve la divisién celular y
crecimiento de las plantas [8]. La evaluacion practica del uso del brasinélido (1) mostré
que un efecto importante consistia en acelerar la resistencia a varios tipos de estrés, tales
como temperaturas extremas, infecciones por hongos, ademas de los dafios ejercidos por

herbicidas y salinidad del suelo [9].

Una vez confirmadas las propiedades de los brasinoesteroides (BRs), el interés en
investigar aplicaciones practicas junto con obtener una mayor comprension de los BRs

fue cada vez mas creciente [10-12].

Los BRs son hormonas de tipo polihidroxi-esteroidal de reducido peso molecular
que se encuentran dentro de las 7 familias de hormonas vegetales o fitohormonas [13],
junto con las auxinas, citoquininas, giberelinas, el acido abscisico, el etileno, el acido
jasmédnico [14] y donde principalmente se encuentran es en las gimnospermas, en planta
monocotiledéneas, dicotiledoneas y en algas [12, 15-18]. Algunos ejemplos de
estructuras de Brasinoesteroides naturales mas comunes presentes en las plantas se
muestran en la Figura 1.2.0. Los BRs se encuentran en mayor concentraciéon en las
estructuras reproductivas y tejidos en crecimiento (polen, semillas no maduras y brotes),
de esta forma esta fitohormona controla la expresion de varios genes, realizando un rol
fundamental en el crecimiento de las plantas, morfogénesis y confiriendo resistencia al

estrés biodtico y abidtico [8, 12, 19-22].

11
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OH OH

HO,, HO,,

HOY

HO' ™%
A
0 o]

H

brasindlido (1) 24-epibrasinolido (2) castasterona (3) 24-epicastasterona (4)

OH

HO.,

HO™ HO™

H

o]
28-homobrasinolido (5) 28-homocastasterona (6) 2-deoxi-28-homobrasinalido (7) 28-homoteasterona (8)

Figura 1.2.1 Estructuras de algunos brasinoesteroides naturales.

Los BRs tienen cualidades promotoras de crecimiento y diferenciacidn,
influyendo en distintos procesos como son la germinacién, crecimiento radicular,
elongacion del tallo, fotomorfogénesis en plantulas, diferenciacién vascular, floracién,
fertilidad y senescencia, como también resistencia al estrés biético y abidtico [22]. A
partir del descubrimiento del brasinélido (1) (Figura 1.2.0), se han identificado mas de
70 analogos en plantas superiores, algas y hogos [23]. Estos compuestos se han aislado
de todos los 6rganos de las plantas (tallos, raices, hojas, semillas, anteras, flores, flores y
polen), son secretados de forma enddgena en muy bajas cantidades y se acumulan a muy
bajas concentraciones; siendo las semillas de polen inmaduras las estructuras con mas
altos niveles de BRs, encontrandose en un rango de 1-100 ng/g de peso fresco, entretanto

los brotes y hojas suelen poseer una menor concentracién: 0,01-0,1 ng/g [24].

Los BRs poseen un esqueleto base del tipo 5a-colestano (Figura 1.2.1), y se
pueden clasificar como BRs de 27, 28 o 29 atomos de carbono, dependiendo de la
funcionalizacion del grupo alquilo en el carbono C-24 de la cadena lateral (Figura 1.2.1).
Las variaciones estructurales se pueden observar en la cadena lateral, el tipo y
orientacion de los sustituyentes oxigenados en los anillos A y B, y el tipo de fusion entre
estos (A/B cis 0 A/B trans). Aquellos BRs naturales con actividad bioldgica comparable al
brasindlido (1) presentan funciones oxigenadas en las posiciones C-2 y C-3 del anillo A

(preferentemente de tipo 2a,3a-dihidroxilo), posicion C-6 en anillo B preferentemente
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funcionalizado como cetona o lactona (6-0xo o 7-oxolacona), posiciones C-22 y C-23
oxigenadas (preferentemente como 22R,23R-dihidroxilo), fusién trans entre anillos A/B
y sustitucion alquilo en C-24 (Figura 1.2.1). Sin embargo, se han encontrado BRs con
cadenas laterales diferentes a aquellos con C-28 encontrados en la naturaleza, como
pueden ser el 28-homobrasinédlido (5) y 28-homocastasterona (6) (Figura 1.2.0), los
cuales poseen una estructura tipo 5a-estigmastano y son los que presentan una mayor

actividad biolégica en la serie C-29 [24,25].

OH OH OH
26
2, K N2 2N 2 22N 2
20 % 25 25
St OH 4 St OH 7 St OH
26 oH oH
oH
u,, w, : ‘
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en cadena lateral
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illo A
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[ ] S
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OH
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Figura 1.2.2 Diferentes patrones de sustituyentes en los anillos A, B y la cadena lateral de
brasinoesteroides de origen natural.
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1.2.1 Relacion Estructura-Actividad relativa de los brasinoesteroides.

Existen distintos tipos de bioensayos para evaluar la actividad bilogica de los BRs,
pero sus resultados pueden diferir entre si. El ensayo mas comunmente utilizado es el
ensayo de Inclinacion de la Lamina de Arroz (ILA) (Oryza sativa), sin embargo, este ha
sido adaptado por distintos grupos a partir del protocolo basico de ILA, incluso llegando
a variar los cultivares de arroz, lo que da una alta variabilidad en los resultados [26]. En
cuanto al limite de deteccion en el ILA, este es de 0,5 ppb para el brasinélido (1) y de 5
ppb para el 28-homobrasindlido (5), mientras que, para el acido indolacético, otras
fitohormonas, es de 50 ppm [26-29]. El analisis de datos de actividad bioldgica se ve
dificultado por la falta de normalizacion entre los distintos bioensayos, que a su vez se les

debe sumar las distintas combinaciones de tipos de sustituyentes presentes en los BRs.
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Por ejemplo, al comparar la actividad de 7-oxa-lactona con 6-cetona se observa una
disminucién en la actividad relativa del 100% al 50% en la mezcla brasindlido
(1)/castasterona (3) [30]. A su vez se ha observado que la 24-epicastasterona (4) es casi
3 veces mas activa que la castasterona (3) [31]. Independientemente de estas variaciones,
la relacion estructura-actividad se puede generalizar como se describe en las siguientes

secciones.

1.2.2 Relacidn estructura-actividad basada en modificaciones del anillo A.

La funcionalizacion del anillo A y sus efectos en la actividad biolégica de plantas
fue estudiada en cierta medida en la serie de BRs 28-homo [32], la cual presentd una
ligera baja en la bioactividad en ILA (Oryza sativa cultivar Arborio) al cambiar las
posiciones de los grupos hidroxilos 2a, 3a (5) a 2a, 3 en 28-homobrasinélido (5).
También se reporté que el 28-homobrasindlido (5) es diez veces mas activo que sus
derivados 2-desoxi-28-homobrasinélido (7) y su epimero 3f (9) (Figura 1.2.1), mientras
que el 28-homotifasterol (10) (Figura 1.2.1) es aproximadamente diez veces menos
activo que la 28-homocastasterona (6) en el mismo tipo de ensayo, por lo que se concluye

que la sustitucion 2a no es indispensable para que un BR presente actividad bioldgica.

[0}
2-deoxi-3B-28-homobrasindlido (9) 28-homotifasterol (10)

Figura 1.2.1 Estructuras de 2-deoxi-3-28-homobrasinélodo (9) y 28-homotifasterol (10).

En cuanto a los isomeros 33, como la 28-homotesterona (11), se encontraron que
fueron 10 veces menos activos que el 28-homobrasinolido (5) y la 28-homocastasterona
(6). Por otro lado, los compuestos 3-deshidrotesterona (12), secasterona (13) y 2,3-
diepisecasterona (14) muestran, respectivamente, 74%, 59% y 89% de la actividad
relativa de la 24-epicastasterona (4) en el ensayo ILA [33, 34] (Figura 1.2.2), por lo que

la posicién 3a seria preferible a la 3f3.
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f f
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28-homatesterona (11) 3-deshidrotesterona (12) secasterona (13) 2 3-diepisecasterona (14)

HO™"

o] O (o) o]
3B hidroxi 3 dehidro 3o hidroxi 20, 3o dihidroxi

| Incremento de la actividad >

Figura 1.2.2 Estructuras de algunos brasindlidos y relacion estructura-actividad relativa en el
anillo A.

1.2.3 Relacion estructura-actividad basada en las modificaciones del anillo B.

Los brasinoesteroides que presentan una mayor actividad biolégica son aquellos
con funcidn 6-oxo-7-oxalactona, seguidos en actividad relativa por los BRs con funcién 6-
ceto. En la literatura se ha reportado que la ausencia de una funcién 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 solo el 1% de la actividad relativa de la
castasterona (3) [35], llegando a resultados en donde los BRs 6-desoxo son
practicamente inactivos [36]. Por otro lado, la transformacion de la 6-oxo-7-oxalactona a

6-o0xa-7-oxolactona reduce drasticamente su actividad relativa (Figura 1.2.3) [37-39].

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

| Incremento de la actividad >

Figura 1.2.3 Efecto en la actividad bioldgica de la funcionalizacién relativa en el anillo B.
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1.2.4 Relacién estructura-actividad relativa en la fusién de los anillos A/B

Los estudios que ahondaron en la relacidn estructura-actividad se llevaron a cabo
por Brosa et al. (1996) [40], donde se utilizaron los andlogos de Brasinoesteroides para
las evaluaciones. Los grupos hidroxilos y la fusiéon de anillos A/B cis o trans fueron
cruciales en la actividad biolégica encontrada. Algunos de los resultados mas importantes
se presentaron en las pruebas de ILA con BRs no naturales con fusién de anillo A/B cis
[41]. No obstante, se ha encontrado que la fusiéon de anillo A/B trans (Figura 1.2.4)

obtiene una buena actividad relativa medida a través de ILA [42-43].

CH3 CH3

Tm
e
T

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

Figura 1.2.4 Conformaciones espaciales del nticleo esteroidal de 5a-colestano y 53-colestano
con fusion de los anillos A/B tipo trans (izquierda) y con fusién de los anillos A/B tipo cis
(derecha).

1.2.5 Relacion estructura-actividad basada en la funcionalizacion y longitud de la
cadena lateral.

La diversificacion de la cadena lateral y su importancia se reporto en el afio 1980
con la sintesis de 22, 23 diepi-28-homobrasinolido (15) y su la alta actividad bioldgica en
ILA (Oryza sativa cultivar Kinmaze), la que obtuvo un angulo de 120°, superando en 97°
al control [44-45]. Los BRs 28-homobrasinélido (5) y 28-homocastasterona (6)
presentaron 100% y 87% de la actividad relativa comparada con el brasindlido (1) y

castasterona (3) respectivamente, en ILA (Figura 1.2.5) [29, 46].

Distintas estructuras con cadena lateral corta han sido reportadas, obteniendo
resultados en pruebas de actividad bioldgica similares a aquellas del 24-epibrasinolido

(24) para algunos analogos [47-48]. Estas variantes no han sido particularmente
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estudiadas por lo que aun no es claro su relaciéon con la actividad promotora del

crecimiento.

OH 8 OH
, 23 , 23
22 24 . <22 24
St OH St OH
22R, 23R, 28-homo 22R, 23R
OH
HO,,,
- K
24 . 22
HO"" st
o] 228, 24S-metil 225, 24R-metil 22S monohidroxi
22, 23-diepi-28-homobrasindlido (15) | Incremento de la actividad >

Figura 1.2.5 Estructura de 22,23-diepi-28-homobrasinélido (15) y efecto en la actividad
bioldgica de los sustituyentes en la cadena lateral.

1.2.5 Sintesis de Brasinoesteroides y sus analogos.

Como se mencion6 anteriormente, los BRs pertenecen a un de fitohormonas que
regula el crecimiento y desarrollo de las plantas al producir una serie de cambios
fisioldgicos y provocar funciones muy importantes, como la regulacién del crecimiento
de las plantas y la divisién y diferenciacion celular en tejidos jévenes de plantas en
crecimiento [7, 22, 49-51]. También juegan un rol importante en las respuestas al estrés
abidtico, como sequia, salinidad, alta temperatura, baja temperatura y estrés por metales

pesados, etc. [52, 53].

Sin embargo, la baja abundancia de BRs en fuentes naturales, su poderosa
actividad bioldégica y sus interesantes estructuras han impulsado un esfuerzo
considerable en el desarrollo de nuevos enfoques sintéticos para él y brasinélido (1) y
BRs naturales estructuralmente relacionados. Desde un punto de vista quimico, los BRs
son compuestos estructuralmente bastante complejos con un nimero significativo de
centros quirales y grupos funcionales. Aunque se han desarrollado varios intentos para
la obtencion de estos, su sintesis total parece dificil y poco practica [54, 55]. Entonces las
sintesis parciales usando otros esteroides abundantes como sustancias de partida, con

funciones organicas en posiciones apropiadas (faciles y convenientes de ser modificados
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quimicamente), es la inica forma de obtener cantidades suficientes de estos compuestos,

tanto para fines cientificos como practicos.

En funcién de lo anterior, en las Gltimas décadas, los esfuerzos se han centrado en
la sintesis de nuevos analogos de BRs, manteniendo patrones comunes de funciones
organicas en los anillos A/B y la fusion cis-trans entre ellos, como ocurre en algunas BRs
naturales, pero con moderados cambios estructurales en la cadena lateral. Para la sintesis

de BRs naturales y sus andlogos, se han utilizado una serie de esteroides naturales

disponibles en forma comercial y que son relativamente abundantes (Figura 1.2.6) [56-

58].

Estigmasterol (16) Ergosterol (17) Crinosterol (18)
’ o CO,R,
HO™" ;
H £ HO! R0
OH
Acido hiodeoxicélico (19) pregnenolona (20) 21; Ry = R, = H, Acido bisnorcolénico

22: Ry = H, R, = CHj3, Metil éster del acido bisnorcolénico
23: Ry = Ac, R, = H, 3B-acetato del acido bisnorcolénico

Figura 1.2.6 Estructuras de los esteroides principales 16-23 utilizados como sustancias de
partida para la sintesis de brasinoesteroides naturales y sus analogos.

Desde los estudios desarrollados en sintesis de Brs naturales y sus analogos, se
obtuvieron interesantes resultados relacionados con la estructura y actividad bioldgica
(SAR) de los que se llegaron a definir los requerimientos estructurales que deben poseer

los BRs para presentar actividad bioldgica [24, 32, 59]:

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

2. Funcidén 6-ceto o 7-oxalactona en anillo B.

3. Fusion de anillos A/B de tipo trans.

4. En la cadena 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.
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1.3 Analogos sintéticos de brasinoesteroides con modificacion en la cadena
lateral.

Algunos de los requisitos mencionados anteriormente no parecen estar del todo
claros, especialmente el relacionado con la cadena lateral, dado que se han preparado un
gran numero de andlogos de brasinoesteroides con importantes cambios estructurales
en la cadena lateral como por ejemplo cadenas laterales mas cortas, diferentes funciones
oxigenadas, cadenas de tipo espirostanicas, ciclicos, cadenas laterales con funciones
carboxilicas, ésteres, epoxidos, etc. (compuestos 24-35) y donde algunos de estos han
mostrado actividades biolédgicas en distintos ensayos [60-65]. Algunos ejemplos de estos

analogos se muestran en la Figura 1.3.1.

OH

Ho,,
" HO,,

Ho™ 24: C-22 (R)

25: C-22 (S)

26:C-22 (R) Ho“ 28:C-22 (R)
27: C-22 (S) o 29:C-22(S)

HO""

o

OH

HO,,

Ho""

Figura 1.3.1 Estructuras de analogos de brasinoesteroides con modificaciones importantes en la
cadena lateral.

Otro grupo importante de analogos de brasinoesteroides con cadenas laterales
mas cortas y funciones de acidos carboxilicos, ésteres y éteres, se han sintetizado desde
esqueletos del tipo pregnanos y 23,24-bisnorcolanos. Es el caso de los andalogos

mostrados en la Figura 1.3.2.

Los compuestos de la serie (36a-36f), fueron evaluados en el bioensayo de
elongacién del segundo entrenudo del frijol, donde el anidlogo 36b mostré una destaca
actividad biologica por sobre el resto de la serie [66]. Mientras que la serie de andlogos
37a-37g fue evaluada en los bioensayos de curvatura del primer entrenudo y elongacién

del segundo entrenudo del frijol, donde todos los compuestos evaluados mostraron
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actividad biolégica, destacando el andlogo 37b, con actividad comparable al 24-
epibrasinolodo (2), utilizado como control positivo [67]. Si bien el andlogo 33 fue
preparado desde 23,24-bisnorcolanos, no se informaron datos de actividad bioldgica

[68].

OR,

HO,, 36a: R= CH, R10y,,

36b: R= CH,CH3
36¢: R= n-propilo o
36d: R= CH,CH,-OCH;  R4O"
36e: R= CH,CH,-OC4Hqg
36f: R= t-butilo

37a: R4= Ac; Ry= CH3

37b: R4=H; Ry= OH

37c: R4= Ac; R,= OH

37d: R4= H; Ry= OCH3

37e: R4= Ac; Ry=Cl

37f: R1= Ac; Ry= OCH(CH3)CH(CH3),
37g: R4=H; Ry;= OCH(CH3)CH(CH3),

Ho™"

HO,,

HO""

[0}

Figura 1.3.2 Analogos de brasinoesteroides con cadenas laterales del tipo 23,24-
dinorpregnanos, funcionalizadas en forma de éteres, ésteres y acidos carboxilicos.

Por otra parte, se han reportado interesantes trabajos relacionados con la sintesis
de andlogos de BRs, con incorporacion de sistemas heterociclicos aromaticos y
aromaticos sustituidos. Todos ellos en la cadena lateral (arilbrasinoesteroides). Estos
analogos fueron preparados por investigadores de varios grupos diferentes,
correspondientes a los analogos 39-51 (Figura 1.3.3). Los analogos 39b y 39c lograron
producir el alargamiento de hipocotilo en el ensayo Arabidopsis det-2 [69] y, ademas,
mostraron como resultado una actividad significativa en el ensayo de elongacion del
segundo entrenudo de frijol francés [70]. Mientras que los analogos 39a y 40c mostraron
actividades comparables a los efectos inducidos por 24-epicastasterona (4). El
correspondiente analogo de brasinoesteroide 51a que posee un anillo lactona de 7
miembros, fue el compuesto mas potente que se identificd, con una actividad cercana a la
mostrada por el brasinélido (1) [71]. El analogo 51a junto con 39a y 40c mostraron una
potente actividad para inducir la produccién de la hormona etileno en plantulas de

guisantes y en el ensayo de sensibilidad de enraizamiento de Arabidopsis thaliana L.
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mostrando actividad comparable a la del brasinolido (1) [71, 72]. De la serie de
arilbrasinoesteroides halogenados, los analogos 40a, 41b y 42a, (Figura 1.3.3) fueron los
mas activos en ambos ensayos bioldgicos, comparados con 24-epibrasinélido (2) [72].
Otro aspecto importante informado por los autores tiene relacién con el tipo de
sustitucion con grupos voluminosos (compuestos 46b y 47) o mas de un grupo (45ay
44e) induce una gran disminucién o pérdida completa de actividad. Este efecto se ha
explicado en términos de las interacciones del grupo fenilo con el receptor, donde el
grupo fenilo podria orientarse fuera de la cavidad del sitio por efecto de los grupos

sustituyentes [72].

OH

HO,,

F Cl Br

Ho™ %—(i :; §—< ; §_< S %—(i >—|
40a: o-F 41a: o-Cl 42a: 0-Br 43
40b: m-F 41b: m-Cl 42b: m-Br

g 40c: p-F 41c: p-Cl 42c: p-Br
39a: 40d: 2,6-F HO,,

R:

N Cl CH3 CF; |
: 4 §—® @ %—quuil HO™ H 51a:R = H
39b.§4<sj/ H J 51b:R=F
44a: 0-CHj 45a: 0-CF, 46a: -CH-(CH3), Stc:R =Cl
/ 44b: m-CHy 45b: m-CF 46b: -C(CHa), 51d:R =Br
39c: | 44c: p-CHsy 45¢: p-CF3 51e:R = NO,
S 44d: 2,4-CH, 51f: R = CHy
44e: 2,5-CH,4 51g: R = CH(CH3),
44f: 2,4,6-CH, 51h R = ON
A7 48 49 50

Figura 1.3.3 Analogos de brasinoesteroides con sustituyentes aromaticos en la cadena lateral
(arilbrasinoesteroides).

Por otra parte, el grupo de investigacion del Departamento de Quimica de la
Universidad Técnica Federico Santa Maria, ha reportado la sintesis y evaluacion biolégica
de nuevos analogos de BRs del tipo 24-Nor colanos, con funciones benzoato en la posicién
C-23 de la cadena lateral (Figura 1.3.4) obtenidos a partir del 4cido hiodesoxicoélico (19)
[62, 74, 74]. De esta forma, se evalud la actividad biolégica de los compuestos 52-57
utilizando el Ensayo de Inclinacién de Lamina de Arroz (ILA) y elongacién de raices en
Arabidopsis thaliana. En estos ensayos, los compuestos 52 y 53 mostraron una actividad

bioldgica similar entre ellos, a concentraciones de 1x10-8, 1x10-7 y 1x10-¢ M, siendo el
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andlogo 53 ligeramente mas activo en ILA. Sin embargo, el compuesto 62 fue mas activo
que el brasinolido (1) en todas las concentraciones evaluadas. Mientras que el compuesto
54 fue considerablemente menos activo en el mismo ensayo, pero fue el mas activo en el
ensayo de A. thaliana [75]. Ademas, los resultados de un estudio de acoplamiento
molecular (Docking molecular) para ILA sugieren que este comportamiento podria
explicarse en términos de interacciones hidrofébicas del ligando con el receptor BRI1-
LRR y después de la formacion del complejo BRI1-Ligando-BAK1 generando enlaces de
hidrégeno del ligando con BAK1 [75].

Ademas, los compuestos 55 y 56 también se evaluaron en ILA, sin embargo, la
mezcla de diastereoisomeros 55/56 (proporcidn 1:0/0,44) fue significativamente mas
activa que el brasinélido (1) a la concentraciéon 1x10-8 M. Mientras que el analogo 57
(dibenzoato) fue mucho menos activo en las tres concentraciones evaluadas [74]. Sin
embargo, se sabe que los analogos de brasinoesteroides con fusién de anillos A/B cis son

menos activos que aquellos que contienen la fusion de anillos A/B trans [43].

Aco™

52: C-22 (S)

o 8%C22(R) AcO"

OH
o)/@
(o]
55: C-22 (S)
AcO" ; 56: C-22 (R) |
OAc AcO™

OAc

Figura 1.3.4 Analogos de brasinoesteroides del tipo 24-Nor colanos, con funciones benzoato en
la posicion C-23 de la cadena lateral.
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1.4 Analogos sintéticos de brasinoesteroides con funciones 5a-hidroxi-6-oxo y
diferentes cadenas laterales.

Otra modificacién interesante desde el punto de vista de la diversidad estructural
y de la actividad biolodgica, guarda relacién con analogos de brasinoesteroides que se han
sintetizado y contienen una funcién 5a-hidroxi-6-oxo entre los anillos A/B, y diferentes

cadenas laterales como los compuestos 58-81, indicados en la Figura 1.4.1.

OH

HO,,,

HO™"

=
0,

Figura 1.4.1 Analogos de brasinoesteroides con funcién 5a-hidroxi-6-oxo y modificaciones
estructurales en la cadena lateral.
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De esta forma, el analogo 58 mostr6 un 66% de la actividad en el Ensayo de la
Inclinacién de la Ladmina de Arroz a la concentracién de 1ug/planta, comparada con el
brasinélido (1) [29, 40, 57, 76-78], mientras que los analogos 62 y 63 fueron activos en
el ensayo de elongacién de hipocotilos y expansion de cotiledones de rabanos en el rango
de concentraciones entre 10-4-107 mg/mL [79-84]. El compuesto 64 es el ingrediente
activo en la formulacion de B-2000®, el cual es un potente biorregulador de crecimiento
vegetal que contribuye a mejorar la calidad y condicién de la fruta, aumentando el
rendimiento de las cosechas [85]. Los andlogos 70 y 71 fueron evaluados en el ensayo del
segundo entrenudo del frijol, donde ambos compuestos produjeron una estimulacion
significativa a la dosis de 2,5 y 5,0 ng/planta [86]. Los compuestos 72-74, que contienen
la cadena lateral sin funciones oxigenadas (colestano), fueron evaluados en el ensayo de
segundo entrenudo del frijol, donde los analogos 72 y 73 mostraron interesante actividad
en el rango de 1 pg - 1 ng por planta, comparados contra 28-homobrasinélido (5) [87].
Por otra parte, las lactonas dinorcoldnicas 75 y 76, derivadas desde vestertilin (77),
fueron evaluadas en el mismo ensayo del frijol donde presentaron mayor actividad que
28-homobrasindlido (5), pero vestertilin (77) fue la mas activa de todas en el mismo
rango de concentraciones de 1 pg - 1 ng por planta [88]. Mientras que la serie de
compuestos de pregnanos (78-81) no mostraron una notable actividad promotora del
crecimiento de las plantas en los bioensayos de elongacién de hipocotilos y expansion de

cotiledones de rabano [89, 90].

1.5 Estudios “in-silico” de Relacién Estructura Actividad (SAR)

Debido a la baja abundancia de los BRs naturales, lo costoso, largo y dificil de las
sintesis de estos compuestos y sus analogos, se ha incentivado la busqueda de analogos
bioactivos utilizando técnicas bioinformaticas para tener una herramienta de cribado que
permita un disefio de sintesis mas eficiente de nuevos analogos con buena actividad o
determinar la naturaleza de las interacciones receptor-ligando. Estudios iniciales de SAR
cualitativos [30, 31] permitieron determinar los requisitos estructurales que permitan
mantener la actividad promotora del crecimiento en analogos de BRs los cuales fueron

mencionados anteriormente (Seccién 1.2.5) y recalcan la importancia del efecto que las
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variaciones estructurales en los andlogos de BRs pueden tener sobre su interaccién con
el sitio de unién al receptor de BRs [30, 31]. Mas tarde, el desarrollo de estudios in-silico
para la identificacion de nuevos anadlogos de BRs potencialmente activos como
acoplamiento molecular (docking) y SAR cuantitativo (QSAR), comenzaron a tener un
importante rol en el disefio racional de nuevas moléculas mas activas. Brosa et al.
estudiaron 2D-QSAR, trabajando con analogos de BRs con las siguientes variaciones:
distintos sustituyentes alquilo en C-24; distinta configuracién de grupos hidroxilos C-22
y C-23 (RR o SS); distinta configuracion de los grupos hidroxilos en C-2 y C-3 (aa o 3f);
distinta fusién de anillos A/B (trans o cis); la presencia o ausencia del grupo lactona en el
anillo B; y el reemplaz6 del atomo de H del C-5 por un grupo hidroxilo (a o §3) [40, 78].
Brosa et al. mediante analisis de correlacién lineal por el método de regresiéon multiple
de la actividad real versus la actividad calculada llegan a la conclusiéon de que los
requisitos estructurales deben indicarse no como la presencia o ausencia de una
funcionalidad sino como la distribucion espacial de todas las funcionalidades presentes
en ella y esta orientacion espacial puede ser indicada como distancias o dngulos entre los
atomos de oxigeno presentes en un BRs que permitirdn una adecuada interaccién con el

receptor [40, 78].

Por otra parte, nuestro grupo de investigacion informé recientemente de un
estudio que emplea la técnica de disefio de fArmacos basada en ligandos (LBDD), a través
de un analisis comparativo de campo molecular (CoMFA) y un andlisis comparativo de
indices de similitud molecular (CoMSIA) [91], para determinar los factores claves para la
actividad promotora de la accién hormonal de brasinoesteroides informados en la
literatura, utilizando el ensayo del Segundo Entrenudo del Frijol (SEF). Encontrando
interesantes resultados con respecto a la cadena lateral que indican lo siguiente: grupos
aceptores de puente de hidrogeno son desfavorables en el C-20; sin embrago, pueden
explorarse grupos donadores de puente de hidrégeno; la presencia del grupo hidroxilo
en C-22 es positivo para la actividad; el grupo hidroxilo sobre C-23 es menos prescindible
que el grupo hidroxilo en C-22; en la cadena alquilica de C-24 a C-28 se debe tener
precaucién con los grupos voluminosos y el uso de grupos que restan densidad

electrénica son positivos para la actividad.

Por otro lado, la obtencién de la estructura cristalina del receptor BRI1 tanto en
su forma libre como unido a brasindlido (1) mediante cristalografia de rayos X [92, 93],

ha permitido generar la estructura terciaria de BRI1, elucidar que regién y aminoacidos
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forman el sitio de unién de BRI1 y como interactian con regiones especificas del
brasindlido (1) (Figura 1.5.1), ademads, demostrar que la union de brasinélido (1) facilita

cambios conformacionales que permiten la asociacién con BAK1 [92-94].

Figura 1.5.1 Complejo BRI1-BAK1 cocristalizado con Brasinélido (1) (c6digo PDB: 4M7E.

Las LRRs presentes en el dominio extracelular de BRI1 se pliegan dando una
estructura terciaria tipo selenoide altamente curvada y que se distingue de otras
proteinas con presencia de LRRS por adoptar una conformacion curvada torcida en lugar
de una conformacidn curvada en forma de herradura (ejemplo: TLRs, Toll like receptors).
Esta hélice torcida da un giro completo y forma un didmetro interno de 30 A y la distancia
entre LRR1 y LRR25 es de 60 A entre los extremos de la hélice (Figura 1.5.2 A). Este
dominio extracelular presenta distintos tipos de motivos en su estructura secundaria
como: hélice alfa, lamina beta, hélice 310 y lamina beta especifica de plantas. Por otro
lado, El extremo N-terminal (30-70) posee una lamina beta y dos hélices alfa y el extremo
C-terminal (752-772) tiene dos hélices alfa [92, 93]. En la estructura tipo selenoide del
receptor se puede apreciar la formacién de un lado céncavo y de otro lado convexo y
desde la vista superior se aprecia por el perimetro externo de la circunferencia la
presencia de motivos tipo hélice y por el perimetro interno motivo tipo lamina beta, y en
el centro de este perimetro se ubica el domino isla (596-643) importante para la unién
del ligando. El dominio isla esta compuesto por una hélice 310 y tres laminas beta

orientadas de manera antiparalela (35, 336 y B37), como se aprecia en Figura 1.5.2 By
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Figura 1.5.2 C y dentro de la superhélice forma interacciones hidrofébicas y polares con

LRRs 13-25 y se estabiliza por un puente disulfuro entre Cys609 y Cys635 [92-93].

,»P‘ v

Figura 1.5.2 A. Vista lateral del receptor BRI1 sin unirse al brasindlido (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 al brasindlido (1). C. Interaccion del dominio de insercién con la
superficie concava.

Una molécula de brasinélido (1) se une a un monémero de BRI1, en un bolsillo
hidrofébico que se encuentra entre en el dominio de unién y el lado céncavo, donde tanto
el dominio isla y parte de las LRRs de la superhélice contribuyen a la formacién del sitio
de union. La interaccion de brasinolido (1) en el sitio de unién puede ser analizada por
partes: el anillo A tiene leve participacion en la interaccidn; el anillo B interacciona de
manera hidrofébica con el aminoacido apolar Tyr642 y el atomo de oxigeno del carbonilo
en C-6 es aceptor de puente de hidrogeno con una molécula de agua que también forma
puente de hidrogeno con el &tomo de oxigeno del grupo hidroxilo de Tyr599 ; los anillos
Cy D se intercalan entre dos aminoacidos apolares Phe681 y Tyr599; lo grupos metilos
en el C-18 y C19 se acoplan a dos cavidades en la parte inferior del bolsillo de unién y la
parte opuesta a estos dos grupo metilos es orientada hacia la parte circundante al
solvente; la cadena lateral alquilica se encaja en un bolsillo hidrofébico de tamafio
pequefio (no permite grupos muy voluminosos) formado por los residuos de
aminodacidos apolares (Ile563, Trp564, Met657 y Phe658) y los atomos de carbono
presentes desde C-24 hasta C-28 son enterrados completamente en el surco hidrofébico;
la funcioén cis-diol en C-22 y C-23, el grupo hidroxilo en C-23 forma puente de hidrégeno
con Ser647; y la funcién cis-a-diol en C-2 y C-3 es expuesta al solvente. La parte de la

molécula de brasindlido (1) que es expuesta al solvente es considerada importante para
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participar en la interaccién con el co-receptor BAK1, como se aprecia en la parte inferior

izquierda de la Figura 1.5.1 [92, 93].

Al comparar la estructura cristalografica terciaria del receptor BRI1 en su forma
libre y en su forma unida a brasinélido (1), se logr6é determinar la unién del ligando
induce un reordenamiento de un “loop” que se encuentra entre el dominio isla y LRR22
(LRR21 segun [95]) [93]. Se ha llegado a la conclusién que este cambio conformacional
inducido por la unién del brasinélido (1) es importante para la interacciéon proteina-

proteina (BRI1-BAK1).

En otro estudio realizado por Kvasnica et al,, se sintetizaron diez derivados
monohidroxilados (compuestos 82-91, Figura 1.5.3) del 4cido 3[3-acetil-23, 24-bisnor-5-
c6lenico (23), los cuales fueron evaluados en el ensayo del Segundo Entrenudo del Frijol
(SEF) utilizando 24-epibrasindlido (2) como control positivo, y luego se realizé el estudio

de acoplamiento molecular (docking) de todos los compuestos evaluados [96].

P
%, 7,

CO,CH;3 CO,CH;,

HO,,
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Figura 1.5.3 Estructuras de analogos de brasinoesteroides monohidroxilados obtenidos desde
acido 3a-acetoxi-23,24-bisnorcolénico (23).

Los analogos de BRs monohidroxilados fueron débilmente activos en el bioensayo
del Segundo Entrenudo de Frijol (SEF), solamente la mejor actividad se observé en el
compuesto 83 (+17,1 mm) y en el compuesto 84 (+14,5 mm), donde se aplicé una

cantidad de 101 mol y 10-1! mol por planta respectivamente. La débil actividad
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observada de los andlogos, como es el caso del compuesto 86, se analizé con un estudio
mas detallado mediante el uso del acoplamiento molecular (docking) de las estructuras
en el dominio receptor de quinasa insensible a los brasinoesteroides 1 (BRI1) (Figura
1.5.4). En estas se logra observar que la baja afinidad del analogo 86 con el receptor BRI1,

podria explicar la actividad biol6gica observada para este tipo de compuestos.

@ F68\1W657 g

Figura 1.5.4 Superposicion del andlogo de BRs monosustituido 86 (amarillo) con la pose del
cristal de brasindlido (negro; PDB ID: 3RGZ).

Araiz de lainformacidn recopilada, y considerando las diversidades estructurales
delos analogos de brasinoesteroides y sus efectos en la actividad biol6gica de crecimiento
vegetal, como los compuestos indicados en las Figuras 1.3.2; 1.4.1 y 1.5.3, se propone la
sintesis de nuevos andlogos de BRs, que contengan las siguientes caracteristicas
estructurales: 1) cadena lateral del tipo 23,24-bisnorcollanicos, 2) funciones oxigenadas
con grupo hidroxilo, cetona y acetato en el anillo A, 3) fusidn de anillos A/B del tipo trans,
4) funcién hidroxilo o cetona en el anillo B y 5) funcién 5a-hidroxi-6-oxo entre los anillos
A/B. Estos nuevos analogos seran preparados desde acido 3f-acetil-23, 24-bisnor-5-
célenico (23). Adicionalmente, seran evaluados en el ensayo de Inclinacion de la Lamina
de Arroz (ILA), y los resultados seran analizados por estudios de acoplamiento molecular

(docking), a modo de establecer una Relacién-Estructura-Actividad.
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Los analogos que se pretenden obtener a partir de acido 3f-acetoxi, 23, 24-

bisnorcolénico (23), se indican en la Figura 1.5.5.

\\\\\

AcO
3B-acetil-23,24-bisnor-5-colénico (23)

\\\\\

CO,CH,
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Figura 1.5.5 Estructuras de los nuevos analogos de BRs propuestos para el estudio de esta Tesis,
que seran obtenidos desde 4cido 33-acetil-23,24-bisnor-5-colénico (23).

Dados los antecedentes anteriores se pretenden obtener nuevos brs con actividad

biolégica.
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CAPITULO 2 - OBJETIVO DE INVESTIGACION

Como objetivo general de esta Tesis se propone la sintesis de nuevos analogos de
brasinoesteroides, que contengan cadena lateral mas corta, del tipo 23,24-bisnorcolanica,
los cuales seran evaluados como promotores del crecimiento vegetal, aplicando el ensayo
delaInclinacién de la LAmina de Arroz (ILA). Se realizaran estudios de dokicng molecular
e indeous-fit con el fin de determinar la afinidad de estos compuestos con su receptor
BRI1 y asi poder explicar la actividad biolégica observada en el bioensayo de crecimiento.
Ademas, se espera que estos nuevos analogos se logren obtener por una via sintética
alternativa a las reportadas en la literatura, y asi obtener analogos activos con una ruta

de sintesis mas cortas y eficiente.

HIPOTESIS

Nuevos analogos de brasinoesteroides con una cadena lateral mas corta,
especificamente del tipo 23,24-bisnorcoladnica, exhibiran actividad de crecimiento
vegetal en el ensayo de Inclinacion de la Lamina de Arroz. Ademas, se postula que esta
actividad bioldgica estara respaldada por los estudios de acoplamiento molecular
(docking), los cuales demostraran la importancia de los requisitos estructurales

especificos de estos anadlogos para su actividad biolégica.

2.1 Objetivos Generales

Sintetizar y evaluar la actividad bioldgica de crecimiento vegetal de cinco
analogos nuevos de BRs los cuales tendran los siguientes requerimientos estructurales:
cadena lateral del tipo 23,24-bisnorcolanicos, funciones oxigenadas con grupo hidroxilo,
cetona y acetato en el anillo A, fusién de anillos A/B del tipo trans, funcién hidroxilo o
cetona en el anillo B y funcién 5a-hidroxi-6-oxo entre los anillos A/B. Estableciendo los

requisitos estructurales importantes para la actividad biolégica.
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2.2 Objetivos Especificos

1. Desarrollarlaruta de sintesis del Esquema 1 para la obtencién de los compuestos
92-99, desde acido 3B-acetil-23, 24-bisnor-5-célenico (23).

2. Caracterizar todos los compuestos obtenidos en el Esquema 1 por métodos fisicos
y espectroscépicos para determinar la identidad estructural de los compuestos.

3. Realizar un estudio de actividad biologica de los compuestos 95-99 mediante el
ensayo bioldgico de Inclinacion de la Lamina de arroz (ILA), en la especie Oryza
sativa (Variedad Zafiro) para determinar su influencia en el crecimiento vegetal.

4. Estudiar el acoplamiento molecular (docking / induced-fit docking.) de los
compuestos 95-99, con el Receptor de Brasinoesteroides BRI1 para establecer
los requisitos estructurales que determinan la actividad bioldgica.

2, 2, 7,
%, “, 2,

CO,CH,3 %, __~CO,CH, %, _CO,CH,

Figura 2.2.1 Compuestos 95 - 99 a los que se realizara pruebas de actividad biol6gica mediante
el ensayo de la LAmina de Arroz (ILA).
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CAPITULO 3 - METODOLOGIAS

3.1 Metodologia sintesis quimicas

Se utilizara el acido 3B-acetil-23, 24-bisnor-5-cé6lenico (23) como material de
partida. que esta disponible en el mercado, no posee un costo relativamente alto, y tiene
las funciones organicas en posiciones adecuadas para las transformaciones quimicas
necesarias que permitira la obtencion de estos nuevos analogos. Este es un producto se
obtiene por ozondlisos de estigmasterol (16) [97]. La ruta de sintesis a utilizar se indica
en el Esquema 1, donde el primer paso consistira en la esterificacién de 23 por medio de
reaccion de metilacién con diazometano para obtener el derivado 92, de acuerdo con
procedimiento reportado [68]. A continuacion, el derivado 92 sera saponificado en forma
selectiva del grupo acetato en posicién C3, usando CH30Na/CH;Cl,/MeOH para obtener

el compuesto 93, de acuerdo con metodologia reportada [98].

N
N
S

COOH % __CO,CH, . _CO,CH,
CH,N, CH4ONa
Et,0 CH3OH/CH,Cl,
A A H
cO cO' 82 (0) 03

acido 3p-acetil-23,24-bisnor-5-célenico (23)

1) MCPBA/CH,Cl, Jones
acetona
2) CrO3/H,0/acetona/CH,Cl,

2

CO,CH; . __C0O,CH,

Zn

AcOH
° 94
0
CH4ONa NaBH,
CH3OH/CH,Cl, CH3OH/dioxano
. __CO,CH, . __CO,CH,
NBS
(CHa),CO/H,0/CH;CO,H

HO HO

96

OH

Esquema 1 Ruta de sintesis propuesta para la obtencion de los andlogos 95-99.

33



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

Posteriormente por oxidaciéon de Jones/acetona sobre el compuesto 93, debe
producir la 4-en-3,6-diona 94, segin metodologia reportada [99]. Reduccion de la diona
94 con el sistema Zn/AcOH, producira la dicetona 95, de acuerdo con el procedimiento
reportado para otros nucleos esteroidales [100]. Reduccion de la dicetona 95 con el
sistema NaBH./CH30H/dioxano producira exclusivamente el 33,63-diol 96 [63]. Luego
oxidacién selectiva del grupo hidroxilo en C-6 del compuesto 96 con N-
Bromosuccinimida (NBS) en (CH3).CO/H.O0/AcOH, debe formar el compuesto
monooxidado 97, de acuerdo con la metodologia descrita para otros compuestos
esteroidales [63, 101]. Para la transformacion de 92 en el compuesto 98 (5@-hidroxi-6-
0x0), se aplicara el tratamiento de 92 con AMCPB/CH:Cl; seguido de oxidacién de Jones,
que es una metodologia ampliamente utilizada para la obtencién de estas funciones
organicas, desde esteroides con estructura 3p-acetoxi-AS [78, 87, 88, 102]. Finalmente,
saponificacion selectiva de 98 bajo idénticas condiciones para obtener 93 (con el sistema

CH30Na/CH,Cl;/MeOH), producira el compuesto 99.

3.2 Metodologia evaluaciones bioldgicas

El estudio de los efectos de los nuevos andlogos de brasinoesteroides sobre el
crecimiento de plantas sera llevado a cabo con la colaboracién de la Dra. Katy Diaz
Peralta, perteneciente al Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Federico

Santa Maria, Valparaiso, Chile.

3.2.1 Ensayo biolégico de Inclinaciéon de la Lamina de Arroz (ILA)

Para determinar la actividad sobre la elongacién de la lamina de arroz de los
analogos de BRs se utilizaron semillas de arroz (Orysa sativa) variedad Zafiro facilitadas
por el Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA-La Platina. Las semillas se lavaran
y se dejaran 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 cortardn los segmentos de la hoja, que consiste en la segunda
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lamina foliar (5 cm de largo) y la segunda lamina conjunta y la vaina (4 cm de largo), estos
segmentos se incubaran en 60 mL de agua destilada estéril y se probaran a distintas
concentraciones de brasinélido (1) y analogos de BRs (105, 106, 107 M) y control
negativo solo llevara agua. Después de incubar durante 48 horas a 25°C en oscuridad, la
magnitud de la apertura del d&ngulo se medira entre la hoja y la vaina [75, 103]. (Version
modificada de Wada et al,, 1984 [104]). El control positivo utilizado sera brasinélido (1)
(APE*BIO).

3.3 Metodologia de estudios in-silico de relacion estructura-actividad
por docking moleculares e induced-fit docking

Los estudios in-silico de los nuevos analogos de brasinoesteroides fueron llevados
a cabo con la colaboracién del Dr. Angel Amesty Arrieta, investigador del Instituto
Universitario de Bio-Organica Antonio Gonzales-IUBO, Departamento de Quimica

Organica, Universidad de La Laguna, Espafia.

3.3.1 Acoplamiento moleculares (docking)

Los calculos de acoplamiento se realizaron utilizando el software Glide [105]
presente en la suite de Schrodinger. El grid de cada receptor se generd utilizando las
proteinas preparadas, centrando el grid en el centro de cada ligando unido para cada
receptor, utilizando un factor de escala de radio de van der Waals (vdW) de 1,00 y un
corte de carga parcial de 0,25. Las dimensiones del grid fueron de 20 A3 con parametros
predeterminados y sin restricciones. Las estructuras tridimensionales de los ligandos
acoplados se generaron y prepararon usando el mddulo LigPrep implementado en el

software Maestro.
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CAPITULO 4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y equipos generales

4.1.1 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 destilaciéon y posterior secado con

sulfato de magnesio anhidro (MgSO04) o sulfato de sodio anhidro (Na;S04)

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

e Benceno, C¢He, Merck, (EMSURE).

e C(Cloroformo deuterado 99,96 atom % D, CDCl3, Sigma-Aldrich.

e C(Cloroformo, CHCl3, Merck (EMSURE).

e Diclorometano, CH2Clz, Merck (EMSURE) (destilacion a 40° C).

e 1.4-DioxanO, ACS reagent, 299.0%, Merk.

e Eter dietilico, (CzHs), Merck (EMSURE).

e Eter de petréleo, MTEDIA.

e Hexano, CH3(CH2)4+CH3, Merck (EMSURE) (destilacion entre 60° a 80° C).
e Metanol, CH30H, Merck (EMSURE).

e Metanol deuterado 99,8 atom % D, CD30D, Sigma-Aldrich.

4.1.2 Insumos

° Bicarbonato de s6dio, NaHCOs, Merck.

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

° Cromatoplacas de silicagel 60 Fzs4 Merck.

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

° Papel pH, Prolabo.

° Silicagel para cromatografia en columna (0,040-0,063 mm), MERCK.
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Silicagel 60 para cromatografia en columna (0,063-0,200mm) Merck.
Sulfato de magnesio anhidro, MgS04, Merck (EMSURE).
Sulfato de sédio anhidro, Na;S04, (Merk)

4.1.3 Reactivos

Acido 3B-23,24-bisnor-5-en-colénico, 85%, Steraloids Inc.
Acido meta cloro peroxibenzoico, >77%, Merk.

Acido sulfarico, 98%, 1,84 g/mL, H,S04, Merck (EMSURE).
Acido clorhidrico, p-a, 37%, 1,19 g/mlL, HCl, Merck (EMSURE).
Anhidrido acético, 98,5%, 1,08g/mL, (CF3C0).20, Merck (EMSURE).
Bicarbonato de sodio, NaHCOs3, Sigma-Aldrich.

Borohidruro de sodio ReagentPlus®, 99%, Sigma-Aldrich.
Carbonato de potasio, 99%, K,COs3, Sigma-Aldrich.
Diazometano/éter (solucion)

Metdxido de sodio, reagent grade, 95%, poder, Sigma-Aldrich.
Oxido de Cromo (VI), 299%, Sigma-Aldrich.

Piridina, anhidra 99,8%, CsH;sN, Sigma-Aldrich.

Solucién reveladora H2S04 10% v/v.
4-(dimetilamino)piridina, (DMAP), C;H1oN>, Alfa-Aesar.

Zinc powder, <150 um, 99.995% trace metals basis, Sigma-Aldrich.

4.1.4 Cromatografia en capa fina

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 sulfarico al 10%, con posterior calcinacién sobre

una placa calefactora.

4.1.5 Cromatografia en columna
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Se realizaron con Silica gel Merck 60 (0,032 -0,063 mm) o Silicagel 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.

4.2 Instrumentos y Equipos

Puntos de Fusion (PF): Los puntos de fusién fueron medidos en un instrumento
StuartTM melting point apparatus SMP3. El cual posee bloque de calefaccidon que se
acomoda en 3 tubos capilares. Para el control de temperatura cuenta con sensores Pt100.
La calefaccion es programable, contiene calentamiento rapido a 10°C/min a unos pocos
grados del punto de fusién esperado y también cuenta con velocidades de rampa mas
lentas.

Espectros de infrarrojo (IR): Los espectros IR fueron registrados en un
espectrometro Thermo® Nicolet 6700 y se mediran en discos de bromuro de potasio

(KBr). Las frecuencias de absorcién seran expresadas en nimero de onda (cm-1).

Espectro de Masa de Alta Resolucion (EMAR ESI o HRMS ESI): Los espectros
de masas de alta resolucién (EMAR ESI o HRMS-ESI) se registraron en un espectrémetro
Bruker Daltonik. El analisis de los productos de reaccién se realizdé 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 (1H-RMN,
13C-RMN, DEPT-135, 2D-NOESY, 2D-HSQC y 2D-HMBC) fueron llevados a cabo en un
espectrometro Varian INOVA 400 y espectrometro digital Bruker Avance Neo 400. Las
mediciones se realizaron utilizando solventes deuterados, tales como cloroformo (CDCI3)
o metanol (CD30D) al 99,8%. Los desplazamientos quimicos (6) seran expresados en
partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). Como
referencia se utilizaron el desplazamiento quimico de las sefiales residuales para los

espectros de 1H: dcpeiz = 7,24 ppm, dcpzon(n) = 3,31 ppm, oepsonz) = 4,78 ppm; y las sefiales

38



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

residuales para los espectros de 13C: ez = 77,23 ppm y depzon = 49,2 ppm,

respectivamente [106].

4.3 Materiales y equipos: bioldgicos

Los materiales y reactivos utilizados para realizar las evaluaciones bioldgicas de los
analogos de BRs se detallan a continuacién:
e Como control positivo se utilizé el compuesto Brasinoélido (1), CzsHasOs,
adquirido desde Sigma-Aldrich.
e Los fungibles principales fueron materiales de plasticos como placas petri, tubos
eppendorfy falcon y puntas de micropipeta P10, P200 y P1000.
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 Lupa estereoscdpica Marca Leyca con camara fotografica incluida para el registro

de los resultados cualitativos de los angulos de inclinacién en la 1dmina de arroz.

4.4 Abreviaturas y Siglas

e Ac0 :  Anhidrido acético.

e AcOEt :  Acetato de etilo.

e AcOH : Acido acético.

e anh. : Anhidro.

e BRs : Brasinoesteroides.

e CC :  Cromatografia en columna.
e CCF :  Cromatografia en capa fina.
e DCM :  Diclorometano.

e DMAP :  4-dimetil amino piridina.

e Et;0 . Eter dietilico.

e Hex. :  Hexano.

e MeOH :  Metanol.
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N> :  Nitrogeno.
Pi :  Piridina.
T°amb. :  Temperatura ambiente.

0,2:9,8 - 10:0,0 : Gradientes de polaridad en C.C.
ADE : Agua destilada estéril.

ILA : Inclinacion de la LAmina de Arroz.

4.4.1 Abreviaturas en resonancia magnética nuclear

RMN :  Resonancia Magnética Nuclear.

6 :  desplazamiento quimico.

ppm :  partes por millén.

S :  singlete.

sa :  singlete ancho.

d :  doblete.

da :  doblete ancho

t :  triplete.

dd :  doble doblete.

dc : doble cuarteto.

dt :  doble triplete.

ddd :  doblete de doble doblete.

m :  multiplete.

tc :  triple cuarteto.

Ji :  constante de acoplamiento.

2] y3f : acoplamiento escalar heteronuclear a dos y tres enlaces,
respectivamente.

DEPT . Distortionless Enhacement by Polarization Transfer.

HSQCed :  Heteronuclear Single Quantum Correlation editado

HMBC . Heteronuclear Multiple Bond Connectivities.

NOESY : Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy.

1D :  Espectro mono-dimensional.

2D :  Espectro bidimensional.

*H :  Asignacidn intercambiable con otro hidrégeno marcado con
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asterisco.
*C :  Asignacidén intercambiable con otro carbono marcado con

asterisco.

4.4.2 Abreviaturas en espectroscopia infrarrojo

IR : Espectro Infrarrojo.

cm? : Frecuencia en centimetros a la inversa.

4.4.3 Abreviaturas en espectrometria de masas

EMAR: Espectrometria de Masas de Alta Resolucion.
[M]* : lon molecular.

[M+NH4]* : [on molecular + masa gas NH3 +1.

4.4.4 Abreviaturas en Dinamica y Acoplamiento Molecular

OPLS4 : Optimized Potentials for Liquid Simulations.
IDF : Induced-fit docking.
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4.5 Sintesis de compuestos

4.5.1. Sintesis de (205)-33-acetoxipregn-5-eno-20-carboxilato de metilo (92).

S
\\\\\

CO,CH;

92
acido 3B-acetil-23,24-bisnor-5-colénico (23)

Acido 3pB-acetil-23,24-bisnor-5-colénico (23) (1,0 g 2,57 mmol) fue disuelto en
dietil éter (20 mL), y se le agregaron 30 mL de solucion de diazometano mediate goteo a
temperatura ambiente y con agitacion suave, hasta que la solucién tomé un color amarillo
palido. La solucién de diazometano fue preparada por tratamiento de N-metil-N-
nitrosoamida, con una disolucién acuosa concentrada de hidréxido de potasio (KOH) en
eter. El diazometano se disuelve en el éter a medida que se va formando. La reaccién de
metilacion fue seguida mediante CCF hasta que todo el material de partida desaparecid
(6 h). Para neutralizar el exceso de diazometano se agregaron 2 mL de 4cido acético hasta
que el color amarillo de la solucién desaparecié. La solucion resultante fue evaporada
hasta sequedad. Se obtuvieron 1,03 g del compuesto 92 (100% de rendimiento). El
compuesto 92 se obtuvo como un sélido incoloro (p.f. = 144,9-146,8 °C [68]). [Rumax (cm-
1): 3060 (C=C-H); 2938 (CHz-); 2898 (CH:-); 2848 (CH2-); 1734 (C=0); 1715 (C=0); 1466
(CHz-); 1386 (CH3-); 1262 y 1065 (C-0). tH RMN (400,1 MHz, CDCI3): 6 (ppm) = 5,36 (1H,
da, ] = 5,1 Hz, H-6); 4,63-4,55 (1H, m, H-3); 3,64 (3H, s, OCH3); 2.42 (1H, dc,/=10,8y 6,9
Hz, H-20); 2,02 (3H, s, CH3CO); 1,19 (3H, d, / = 6,7 Hz, H-21); 1,01 (3H, s, H-19); 0,68 (3H,
s, H-18). 13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): § (ppm) = 177,30 (C-22); 170,51 (CH3CO0); 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 (CH3CO0); 20,93 (C-11);
19,29 (C-19); 17,11 (C-21); 12,00 (C-18). Los datos espectroscépicos de IR y tH RMN

fueron consistentes con los reportados [68].
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4.5.2. Sintesis de (20S5)-3B-hidroxipregn-5-eno-20-carboxilato de metilo (93)

Z
“,

\Y
N

CO,CH, % _CO,CH;

CH3ONa

_

CH30H/CH,CI,

AcO 92 HO 93

Auna solucion del compuesto 92 (420 mg, 1 mmol) en CH>Cl;/MeOH 7/3 (10 mL),
se agregaron 270,1 mg (5,0 mmol) de CH;ONa. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente
hasta que la reaccién finalizé (1,5 h), la cual fue verificada por CCF. La mezcla de reaccion
fue diluida con 30 mL de acetato de etilo y posteriormente fue lavada con agua (5 x 10
mL), secada con Na;S0. anh,, se filtra y posteriormente concentrada. Se obtuvieron 368,6
mg (98% de rendimiento) del compuesto 93. El compuesto 93 se obtuvo como un sélido
incoloro (p.f. = 142,3-144,1 °C) (141-142 °C [68]). IRmax (cm): 3497 (H-0); 2938 (CHz-
); 2896 (CHz-); 2849 (CH2-); 1735 (C=0); 1458 (CHz-); 1383 (CH3-); 1274 y 1054 (C-0).
1H RMN (400,1 MHz, CDCl3): 8 (ppm) = 5,32 (1H, sa, H-6); 3,62 (3H, s, OCHs); 3,53-3,46
(1H, m, H-3); 2,39 (1H, dc,/ = 10,5 y 8,0 Hz, H-20); 2,25-2,22 (2H, m, H-4); 1,83-1,79 (1H,
m, H-12); 1,58-1,54 (1H, m, H-17) 1,25-1,23 (1H, m, H-12); 1,17 (3H, d, J = 8,0 Hz, H-21);
0,99 (3H, s, H-19); 0,68 (3H, s, H-18). 13C RMN (100,6 MHz, CDCl3) 6 (ppm) = 177,39 (C-
22); 140,70 (C-5); 121,49 (C-6); 71,67 (C-3); 56,25 (C-14); 52,77 (C-17); 51,40 (OCHs);
49,98 (C-9); 42,43 (C-13); 42,34 (C-20); 42,16 (C-4); 39,49 (C-12); 37,17 (C-1); 36,42 (C-
10); 31,82 (C-8); 31,74 (C-7); 31,52 (C-2); 27,09 (C-16); 24,27 (C-15); 20,95 (C-11); 19,37
(C-19); 17,11 (C-21); 12,01 (C-18). Los datos espectroscopicos de IR y tH RMN fueron

consistentes con los reportados [68].
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4.5.3. Sintesis de (205)-3,6-dioxopregn-4-eno-20-carboxilato de metilo (94)

. __CO,CHj %. __CO,CHj
Jones
acetona
(o}
HO 93 94
(o]

El compuesto 93 (724,63 mg, 2 mmol) fue disuelto en acetona (90 mL) y la
solucién fue enfriada a 0 °C en un bafio de agua-hielo. Se agregaron 5,0 mL del reactivo
de Jones por goteo hasta obtener un color naranja persistente. La mezcla de reaccion se
agitd hasta que se consumid todo el reactivo y se confirmé por CCF a los 40 minutos de
reaccion (presencia del producto conjugado deseado fue confirmada adicionalmente por
CCF y revelado bajo luz UV, 254 nm). Se dejo que el sistema llegara a temperatura
ambiente y luego el exceso de reactivo de Jones fue destruido por adiciéon de 10 mL
alcohol isopropilico, produciendo una solucién color verde oscuro. Posteriormente el
solvente fue removido por destilaciéon a presion reducida. El residuo fue extraido con
acetato de etilo (75 mL) y lavado con agua (2 x 15 mL), la mezcla fue agitada hasta que
todo el sélido fue disuelto. La fase organica fue nuevamente lavada con agua (3 x 30 mL),
secada sobre Na,SO,4 anh. y concentrada en rotavapor. El crudo fue re-disuelto en CH»Cl,
(3,0 mL) y purificado por CC en silica gel, eluido con mezcla de n-hexano/acetato de etilo
con polaridad creciente (19,8:0,2 -> 12,8:7,2). Se obtuvieron 618,3 mg (82,2%) del
compuesto 94. El compuesto 94 se obtuvo como un sélido incoloro (p.f.=170,8-175,5 °C.
[Rumax (cm1): 2945 (CH3s-); 2902 (CH2-); 2872 (CH2-); 1733 (C=0); 1690 (C=0); 1459 (CH;-
); 1380 (CH3-); 1245y 1220 (C-0). 'H RMN (400,1 MHz, CDCl3): § (ppm) = 6,16 (1H,d, ] =
0,8 Hz, H-4); 3,60 (3H, s, OCH3); 2,66 (1H, dd, / = 16,0 y 4,0 Hz, H-7a); 2,54-2,40 (3H, m,
H-2y H-20); 2,13-2,12 (1H, m, H-1); 2,07-2,00 (2H, m, H-78 y H-12); 1,94-1,89 (2H, m, H-
8y H-1); 1,75-1,61 (4H, m, H-16, H-11, H-15 y H-17); 1,49-1,35 (4H, m, H-11, H-16, H-12
y H-9); 1,21 (3H, d,/=8,0 Hz, H-21); 1,16 (3H, s, H-19); 0,73 (3H, s, H-18). 13C RMN (100,6
MHz, CDCI3) 6 (ppm) = 201,91 (C-6); 199,31 (C-3); 176,96 (C-22); 160,73 (C-5); 125,54
(C-4); 56,07 (C-14); 52,62 (C-17); 51,40 (OCH3); 50,80 (C-9); 46,59 (C-7); 42,53 (C-13);
42,27 (C-20); 39,70 (C-10); 38,85 (C-12); 35,47 (C-1); 34,10 (C-8); 33,90 (C-2); 26,91 (C-
16); 23,95 (C-15); 20,78 (C-11); 17,49 (C-19); 17,05 (C-21); 12,02 (C-18).
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4.5.4. Sintesis de (205)-3,6-dioxo-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (95)

2, 2
2, Z,
2, “,

CO,CH, CO,CH,

Zn
—_—
AcOH

94

El compuesto 94 (618,3 mg, 1,65 mmol) fue disuelto en 30 mL de 4cido acético
glacial. A la solucién resultante se le adicionaron 3 mL de agua y 620 mg (9,48 mmol) de
zinc en polvo. La mezcla de reaccién fue agitada bajo reflujo por 2,5 horas.
Posteriormente se agregaron 90 mL de acetato de etilo y la fase organica fue lavada con
agua (2 x 30 mL) y posteriormente lavada con una solucién de NaHCO3z al 5% (4 x 30 mL),
agua (2 x 15 mL) y finalmente lavada con una solucién saturada de NaCl (2 x 15 mL),
secada sobre Na;S0. anh. y concentrada en vacio (rotavapor). Se obtuvieron 603 mg
(97,0% de rendimiento) del compuesto 95. El compuesto 95 se obtuvo como un sélido
incoloro (p.f. = 202,3-205,2 °C. IRymax (cm1): 2948 (CHs-); 2871 (CH:-); 1732 (C=0); 1714
(C=0); 1458 (CH2-); 1384 (CH3-); 1240y 1052 (C-0).'H RMN (400,1 MHz, CDCl3): 6 (ppm)
= 3,63 (3H, s, OCHz3); 2,58-2,54 (2H, m, H-4 y H-5); 2,42-2,35 (2H, m, H-20 y H-7); 2,29-
2,27 (1H, m, H-4); 1,99-1,97 (1H, m, H-7); 1,85-1,82 (1H, m, H-8); 1,18 (3H, d,/ = 8,0 Hz,
H-21); 0,94 (3H, s, H-19); 0,69 (3H, s, H-18). 13C RMN (100,6 MHz, CDCI3) § (ppm) =
211,14 (C-3); 208,79 (C-6); 177,04 (C-22); 57,32 (C-5); 56,11 (C-14); 53,31 (C-9); 52,73
(C-17); 51,37 (OCHa); 46,36 (C-7); 43,01 (C-13); 42,21 (C-20); 41,15 (C-10); 39,07 (C-12);
37,98 (C-1); 37,87 (C-8); 37,28 (C-2); 36,85 (C-4); 26,92 (C-16); 23,98 (C-15); 21,55
(C11); 17,01 (C-21); 12,46 (C-19); 12,09 (C-18). EMAR (modo positivo): Cz3H3404
(calculado: 374,2457), [M + NH4]* (calculado: 392,2795), Encontrado: 392,2800.
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4.5.5. Sintesis de (205)-3p,6B-dihidroxi-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (96)

NaBH,4
CH3;OH/dioxana

HO
o OH

Se prepard una solucién del compuesto 95 (187 mg, 0,5 mmol) en una mezcla de
metanol (5 mL) y 1,4-dioxano (2 mL), y se enfrio a 0°C en un bafio de agua-hielo.
Posteriormente se agregé NaBH, (76 mg, 2Zmmol) en forma gradual y con agitacion lenta.
La mezcla fue agitada hasta que el material de partida se consumié completamente, lo
cual fue verificado por CCF (x min). Para destruir el exceso del agente reductor se agregd
1,0 mL de acetona seguido de 20 mL de acetato de etilo. Posteriormente la solucién fue
lavada con agua (2 x 5 mL), secada sobre Na;SO4 anh. y concentrada en vacio

(rotavapor) para obtener 157,1 mg (84,0%) del compuesto 96. El compuesto 96
se obtuvo como un sélido blanco (p.f. = 221,2-224,8 °C). [Rvmax (cm-1): 3404 (H-0); 2933
(CHs-); 2869 (CH2-); 2849 (CH2-); 1735 (C=0); 1458 (CH2-); 1382 (CH3-); 1257 y 1041 (C-
0).1H RMN (400,1 MHz, CDCl3): § (ppm) = 3,80 (1H, da, J = 2,6 Hz, H-6); 3,64-3,56 (1H, m,
H-3); 3,61 (3H, s, OCH3); 2,46-2,39 (1H, m, H-20); 1,92 (1H, dt, / = 12,3 y 3,0 Hz, H-12a);
1,18 (3H, d,J = 6,9 Hz, H-21); 1,11-1,09 (1H, m, H-5); 1,03 (3H, s, H-19); 0,705 (3H, s, H-
18).13CRMN (100,6 MHz, CDCl3) 8 (ppm) =177,36 (C-22); 71,83 (C-6); 71, 56 (C-3); 55,73
(C-14); 54,13 (C-9); 52,94 (C-17); 51,33 (OCH3); 47,32 (C-5); 42,70 (C-13); 42,39 (C-20);
39,64 (C-12); 39,47 (C-7); 38,43 (C-1); 35,35 (C-10); 35,28 (C-4); 31,40 (C-2); 30,37 (C-
8); 27,08 (C-16); 24,22 (C-15); 20,95 (C-11); 17,06 (C-21); 15,72 (C-19); 12,22 (C-18).
EMAR (modo positivo): Cz3H3g0s4 (calculado: 378,2770), [M + NH4]* (calculado:
396,3108), Encontrado: 396,3109.
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4.5.6. Sintesis de (20S5)-3p-hidroxi-6-ox0-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (97)

\Y
N
\‘\\\
\3
N

CO,CH;

NBS

(CH3),CO
H,O/CH;COH  Ho

OH 0]

A una solucion del compuesto 96 (378 mg, 1,0 mmol) en una mezcla de acetona
(43 mL), agua (2,2 mL) y 4cido acético (0,34 mL), se agregaron (431 mg, 2,42 mmol) de
NBS. La mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente, luego se vertié sobre una
solucion saturada de NaCl, y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). Las soluciones
organicas combinadas se lavaron consecutivamente con solucién saturada de NaHCO3 (2
x 10 mL) y solucién saturada de NaCl (2 x 10 mL). La fase organica fue secada sobre
Na;S04 anh,, y el solvente fue removido en rotavapor para obtener 302 mg (79,9% de
rendimiento) del compuesto 97. El compuesto 97 fue obtenido como un polvo incoloro
(p.f. =169,2-170,0 °C). IRvmax (cm): 3504-3393 (0-H); 2943 (CHz-); 2848 (CH:-); 1733
(C=0); 1710 (C=0); 1446 (CH:-); 1358 (CH3-); 1259 y 1037 (C-0). 'H RMN (400,1 MHz,
CDCl3): 6 (ppm) = 3,63 (3H, s, 0CH3); 3,59-3,52 (1H, m, H-3); 2,45-2,37 (1H, m, H-20); 2,29
(1H, dd,J = 13,2 y 4,5 Hz, H-7a); 2,19 (1H, da, J = 10,9 Hz, H-5); 1,17 (3H, d, ] = 6,8 Hz, H-
21); 0,73 (3H, s, H-19); 0,66 (3H, s, H-18). 13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): § (ppm) = 210,64
(C-6); 177,15 (C-22); 70,53 (C-3); 56,69 (C-5); 56,24 (C-14); 53,76 (C-9); 52,72 (C-17);
51,35 (OCHa); 46,53 (C-7); 42,96 (C-13); 42,28 (C-20); 40,85 (C-10); 39,18 (C12); 37,76
(C-8); 36,58 (C-1); 30,58 (C-16); 29,92 (C-4); 26,92 (C-15); 23,95 (C-2); 21,38 (C-11);
17,02 (C-21); 13,08 (C-19); 12,12 (C-18). EMAR (modo positivo): C23H3604 (calculado:
376,2614), [M + NH4]* (calculado 394,2952), Encontrado: 394,2952.
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4.5.7. Sintesis de (20S)-3p-acetoxi-6-oxo0-5a-hidroxy-pregnano-20-carboxilato de
metilo (98)

2
2,

Z
7,
’/,,'

CO,CH; CO,CH;

1) AMCPB/CH,Cl,

2) CrO3/H,0/acetona/CH,Cl,

AcO
92 AcO

A una disolucién del compuesto 92 (805,14 mg, 2,0 mmol) en 10 mL de CH2Cl; se
le adicionaron AMCPB (484 mg, 2,805 mmol) y la mezcla fue agitada hasta desaparicion
de la materia prima, verificado por CCF (2 h y 40 min). Posteriormente se adicionaron 10
mL de acetona y la mezcla se enfria a 0 °C (bafio de agua-hielo). Posteriormente se
adiciona por goteo lento una disolucion de CrOs3 (0,715 g, 7,15 mmol) en agua (2,15 mL).
El bafio de hielo es removido y la mezcla se agita a temperatura ambiente durante 20 min.
Posteriormente se vuelve a enfriar a 0 °C y luego se adicionan nuevamente la disolucién
de Cr0z (355 mg, 3,55 mmol) en agua (1,1 mL). Se retir6 el bafio de agua-hielo y la mezcla
de reaccidn se agitd durante 50 min. Posteriormente se adicionan 25 mL de agua y la
mezcla se extrajo con acetato de etilo (2 x 25 mL). La fase organica con agua (9 x 25 mL),
luego con disoluciéon de NaHCO3 10% m/m (5 x 25 mL), agua (2 x 25 mL) y finalmente
lavada con disolucién saturada de NaCl (1 x 25 mL). La fase organica fue secada sobre
Na,S0. anh. y se concentr6 en rotavapor. Se obtuvieron 740,73 mg (92% de rendimiento)
del cetol 98. El compuesto 98 fue obtenido como un polvo blanco (p.f. = 232,3-233,9 °C).
IRvmax (cm1): 3419 (0-H); 2944 (CHs-); 2871 (CH2-); 1735 (C=0); 1714 (C=0); 1460 (CH>-
); 1383 (CHs-); 1240 y 1040 (C-0). tH RMN (400,1 MHz, CDCl3): § (ppm) = 5,02 (1H, tc, ]
=10,3 y 5,1 Hz, H-3); 3,62 (3H, s, OCH3); 3,31-3,28 (1H, m, OH); 2,75 (1H,dd, = 12,6 y
12,6 Hz, H-7a); 2,40 (1H, dc,J = 10,2y 6,8 Hz, H-20); 2,06 (1H, dd, /= 12,6 y 4,6 Hz, H-7b);
1,98 (3H, s, CH3CO); 1,17 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-21); 0,79 (3H, s, H-19); 0,64 (3H, s, H-18).
13C RMN (100,6 MHz, CDCI3): 8§ (ppm) = 212,30 (C-6); 177,21 (C-22); 171,05 (CH3CO);
80,13 (C-5); 70,69 (C-3); 55,82 (C-9); 52,73 (C-17); 51,34 (OCH3); 44,16 (C-14); 43,13 (C-
13); 42,46 (C-10); 42,32 (C-20); 41,60 (C-7); 39,27 (C-12); 37,24 (C-8); 32,26 (C-4); 29,47
(C-1); 26,94 (C-16); 26,22 (C-2); 23,92 (C-15); 21,23 (CH3CO); 21,25 (C-11); 16,99 (C-21);
13,80 (C-19); 12,10 (C-18). EMAR (modo positivo): C25sH3506 (calculado: 434,2668), [M +
NH4]* (calculado 452,3007), Encontrado: 452,3011.
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4.5.8. Sintesis de (20S5)-3p,5a-dihidroxy-6-oxo-pregnano-20-carboxilato de metilo (99)

%, %,
“, “,

CO,CH;4 CO,CH;

CH;ONa

—_—

CH30H/CH,CI
AcO 3 2v12

Se prepard una disolucién del compuesto 98 (869.14 mg, 2,0 mmol) en una
mezcla de MeOH/1,4-dioxano (68,7/5,21 mL). A esta mezcla se le adicion6 CH30Na (276
mg, 0,511 mmol) disueltos en 17,5 mL de MeOH. La mezcla de reaccién se agito a
temperatura ambiente durante toda la noche. El término de la reaccion fue verificado por
CCF. Posteriormente, la mezcla se enfria a 0 °C en un bafio de hielo-agua y se adicion6 HCI
5% m/v por goteo lento hasta obtener pH = 5. Posteriormente la mezcla se diluyé con 57
mL de agua y se adicionaron 300 mL de AcOEt. La fase organica se lavo con H20 (6 x 100
mL) y disolucién saturada de NaCl (1 x 100 mL). Luego la fase organica se secd sobre
Na;S0. anhidro y se concentr6 en rotavapor. Se purificéd por CC utilizando el sistema de
disolvente hexano: acetato de etilo 1:2 y se obtuvieron 673.58 mg (77,5% de
rendimiento) del compuesto 99. El compuesto 99 fue obtenido como un polvo incoloro
(p.f. = 226,8-228,4 °C). IRymax (cm-1): 3421 (0O-H); 2944 (CHz-); 2871 (CH»-); 1734 (C=0);
1713 (C=0); 1458 (CH»-); 1384 (CH3-); 1257 y 1052 (C-0). H RMN (400,1 MHz, CDCl3): 6
(ppm) = 4,03-3,95 (1H, m, H-3); 3,64 (3H, s, OCHz3); 3,09 (1H, sa, OH); 2,75 (1H, dd, ] =
12,8y 12,8 Hz, H-7a); 2,42 (1H, dc,J = 10,2y 6,9 Hz, H-20); 2,08 (1H, dd, /= 12,8 y 4,9 Hz,
H-7b); 1,38 (3H, d, ] = 6,9 Hz, H-21); 0,788 (3H, s, H-19); 0,659 (3H, s, H-18). 13C RMN
(100,6 MHz, CDCl3): § (ppm) = 212,30 (C-6); 176,10 (C-22); 79,08 (C-5); 65,18 (C-3);
55,49 (C-14); 52,47 (C-17); 51,10 (OCHa); 43,74 (C-9); 42,67 (C-13); 41,93 (C-10); 41,68
(C-20); 41,23 (C-7); 38,92 (C12); 36,78 (C-8); 35,72 (C-4); 30,42 (C-2); 29,55 (C-1); 26,59
(C-16); 23,46 (C-15); 20,93 (C-11); 16,82 (C-21); 13,51 (C-19); 11,83 (C-18). EMAR
(modo positivo): Cz3H360s (calculado: 392,2563), [M + NH4]* (calculado 410,2901),
Encontrado: 410,2900.
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4.6 Evaluaciones bioldgicas

Como se indic6 en la Metodologia, la actividad promotora del crecimiento de los
compuestos sintetizados se evalué utilizando el ensayo de Inclinacion de la Ldmina de
Arroz (ILA) [104] y siguiendo un procedimiento descrito anteriormente [103, 104, 107-
108]. Después de remojar las semillas de arroz (Oryza sativa) en agua destilada estéril
durante 48 horas, las semillas se esterilizaron y cultivaron a 22 °C en una camara de
cultivo de plantas bajo fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad, en macetas con
tierra y abundante agua. Las plantulas de arroz se cultivaron hasta el momento en que su
crecimiento fuera homogéneo y presentaran el segundo internudo en la lamina principal.
Se cortaron segmentos de 5 cm de largo, para posteriormente incubar seis segmentos por
tratamiento en una placa de Petri que contiene 60 mL de agua destilada y una cantidad
finita (0 M, 10¢ M, 107 M, 108 M) de los analogos de brasinoesteroides en solucién
acuosa. Después de 2 dias, se realiz6 el registro fotografico con una camara digital y se
registr6 la medicion del dngulo entre la lamina y la vaina del segundo internado con un
transportador.

De esta forma se registraron los resultados para los analogos de

brasinoesteroides evaluados en el ensayo de ILA, los cuales se muestran en la Tabla 4.6.1.
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Angulo de Inclinacién de la LaAmina de Arroz(°) (media £DS)

n=6
Compuesto Estructuras 1x108M 1x10’M 1x10°M
) E
33+5,8
] o
> e
50+0,0
" o
. A
36+6,0 a,b 85+0,0 ¢ 132+10,0d
98
99
Brasinélido
1
Control Acua
Negativo g
7+4,5

Tabla 4.6.1 Efecto de los analogos de brasinoesteroides 95-99 en la apertura del angulo (°) en el
Ensayo de Inclinacién de la LAmina de Arroz (ILA).

Control positivo: brasinélido (1)
Control negativo: agua
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4.7 Estudios in-silico

Para proponer un modo de accién y explicar los datos de actividad bioldgica
obtenidos, se llevo a cabo un estudio de acoplamiento molecular de la activacion inducida
por brasinélido sobre la estructura cristalina del complejo BRI1-BAK1 (PDB 4M7E)
utilizando el software Glide. El acoplamiento proteina-ligando es un método eficaz
utilizado habitualmente para predecir la forma de acoplamiento y la afinidad de un
ligando en un sitio de unién a una proteina [105].

Por lo tanto, se acoplaron todos los derivados de brasindlido en el bolsillo
hidrofébico de la superficie de unién a brasinélido (1) para determinar el patrén de uniéon
probable, las interacciones clave dentro del sitio activo, asi como la aproximacion de la
energia libre de uniéon de cada uno de ellos. Para validar el procedimiento de
acoplamiento, se retir6 manualmente el inhibidor cristalizado y se volvid a acoplar en el
sitio activo utilizando el mismo protocolo, incluidos los parametros de cuadricula que no
se modificaron en el proceso. Esto se hizo para asegurar que el inhibidor se une
exactamente a la hendidura del sitio activo. A continuacidn, el complejo reacomodado se
superpuso al co-cristalizado de referencia y se calculé la desviacidon cuadratica media
(RMSD), obteniéndose un valor medio de todas las conformaciones obtenidas de 0,42 A.
A continuacion, se llevé a cabo una agrupacién de poses a partir del docking basandose
en los valores de RMSD y los valores de puntuacién de docking de cada una de las poses
obtenidas. El RMSD del ligando indica que tan estable es el ligando respecto a la proteina
y su bolsillo de unidn, por lo que se selecciond como criterio para evaluar la estabilidad

de los sistemas unidos al ligando.
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CAPITULO 5 - RESULTADOS Y DISCUSIONES

A continuacion, se describen en tres apartados los resultados y discusiones de las
componentes de sintesis quimicas de los compuestos 92-99, ensayos bioldgicos de los

analogos 95-99, y los estudios “in-silico” de estos ultimos.

5.1 Sintesis quimicas

De acuerdo con la ruta de sintesis indicada en el Esquema 1, la reaccién de
esterificacion con diazometano (CH2N;/éter) del acido 3B-acetoxi-23,24-dinorcol-5-en-
22-colénico (23), permitié modificar quimicamente este compuesto para disminuir su
polaridad, produciendo el derivado metilado 92 con 100% de rendimiento, acorde a lo
reportado por Kohout et al. [68]. El compuesto 92 fue caracterizado por técnicas
espectroscopicas combinadas de IR y RMN. En el espectro IR de 92 no fue observada la
senal entre 3300-2500 cm-1, asignada al enlace O-H propio de las funciones de los acidos
carboxilicos (precursor 23). Mientras que la funcién R-CO,CH3 fue evidenciada por la

observacion en el espectro de H RMN de la sefial a du = 3,64 ppm (3H, s, OCHs).

Adicionalmente desde el espectro de 13C RMN, las sefiales observadas a oc = 177,30 y
51,31 ppm, fueron asignadas al C-22 y grupo OCHs respectivamente. Los datos de IRy 1H
RMN fueron consistentes con los reportados para este compuesto [68]. Sin embargo, es
importante mencionar que si bien el compuesto fue informado previamente, los autores
no reportaron los datos y asignaciones de las sefiales de 13C RMN, como tampoco los

estudios bidimensionales respectivos.

El paso siguiente consistié en la obtencién del compuesto hidroxilado 93, el cual
se logré por saponificacién selectiva del grupo acetilo en posiciéon C-3 a partir del
compuesto 92, obteniéndose un rendimiento de 98%, con el sistema
CH30Na/CH30H/CHCl,, segin se reporté para nucleos esteroidales similares [98].
Evidencia espectroscdpica de IR muestra una banda a v = 3497 cm-!, que se atribuye a la

presencia del grupo OH. Mientras que en el espectro de 'H RMN, se observd el
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desplazamiento quimico de la sefial H-3 a campo alto (8x = 3,53-3,46 ppm, m, 1H) asi
como la desaparicion de la sefal observada a 8u = 2,02 ppm atribuida a la sefial del
grupo acetato (s, CH3CO, 3H). Ademas, desde el espectro de 13C RMN, no se observaron
las sefiales a ¢ = 170,51 y 21,42 ppm, atribuidas al grupo CH3CO. Mientras que los datos
de IR y 1H RMN fueron consistentes con los reportados para este compuesto [68]. Hay
que mencionar ademas que los autores no informaron los datos de !3C RMN como

tampoco los datos bidimensionales correspondientes.

Posteriormente reacciéon de oxidaciéon de Jones de 93 produjo la 4-en-3,6 diona
94 con 82,2% de rendimiento. Este procedimiento fue descrito para una serie de sistemas
esteroidales con la funcién 3-hidroxi-5-en, donde los resultados mostraron que en todos
los casos fue la obtencién del sistema 4-en-3,6-diona [99]. Adicionalmente, desde el
espectro tH RMN del compuesto 94, mostré un desplazamiento quimico a bajo campo de
la sefial H-4 (6u = 6,16 ppm, 1H, d, / = 0,8 Hz) producto de la conjugacién del grupo C=0
en C-6, junto con la desaparicion de la sefial a ou = 3,53-3,46 ppm, asignada al H-3 en el
compuesto 93. Mientras que en el espectro de 13C RMN, se observaron dos sefales de
grupos C=0 de cetonas a 6c = 201,91 y 199,31 ppm, que fueron asignadas a los C-6 y C-3
respectivamente. Estas asignaciones fueron confirmadas mediante experimentos de

acoplamiento héteronuclear HMBC a 3y de la sefial de H-4 con C-6 (ver anexos).

Reduccion del enlace doble en C-5 del compuesto 94 en presencia de Zn en medio
acido (CH3CO2H) de acuerdo con metodologia reportada [100] produjo la 3,6-diona 95
con 97% de rendimiento. Confirmaciéon de la reduccién del enlace doble en C-5 fue
evidencia desde el espectro 1H RMN, donde no fue observada la sefial de H-4 a 1 = 6,16
ppm. Mientras que en el espectro de 13C RMN, se observaron los desplazamientos
quimicos a campo alto de los carbonos C-3 y C-9 a oc = 211,14 y 208,79 ppm,
respectivamente. Esta informacién espectroscdpica de 1H y 13C RMN fue consistente con
los datos reportados para el compuesto 95 [109]. Posteriormente la reduccion selectiva
de 95 con el sistema NaBH4/CH30H/dioxano (T = 0 °C), produjo el diol 96 con 84,0% de
rendimiento. Esta reaccion se realizé de acuerdo con el protocolo reportado para otro
nucleo esteroidal con similitud estructural entre los anillos A/B [63]. La confirmacién de
la presencia de los grupos hidroxilos fue evidenciada por la observacion de la sefal en el

espectro IR a v = 3404 cm-L. Mientras que en el espectro de 'H RMN fueron observadas

las sefiales a on = 3,80 ppm (1H, da, J = 2,6 Hz) y a &1 = 3,64-3,56 ppm (1H, m) fueron
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asignadas a los hidrégenos carbinoélicos H-6 y H-3 respectivamente. En el espectro de 13C
RMN, no se observaron la presencia de grupos C=0 de cetonas (ver anexos). Respecto de
las orientaciones espaciales indicadas como 3[3,63-dihidroxi, se asignaron en funcién a
lo reportado para estructuras similares que fueron reducidas con este sistema [63]. Esto
es razonable considerando un analisis 3D de la 3,6-diona precursora (95) y la
aproximacion por la cara inferior de la molécula por parte del agente reductor (NaBH4),

lo cual podria estar inducido por el grupo CHz-19, segin se indica en la Figura 5.1.1.

T4 o
CH3OH/dioxano

Figura 5.1.1 a) Esquema de reduccidon de la 3,6-diona 95, para producir el 33,6[3-diol 96. b)
Representaciéon 3D de los compuestos 95 y 96, donde se indica la aproximacion del agente
reductor (NaBHa4), por la cara inferior del plano de 95, lo que permite la obtencién de los grupos
hidroxilos con orientacién “B” en C-3 y C-6.

Adicionalmente, desde datos espectroscépicos combinados de experimentos 2D
COSY, 2D NOESY y 2D HSQC (ver anexos), se confirmaron las orientaciones espaciales
como “o” de los hidrégenos carbinélicos en H-3 y H-6, lo que implica que los grupos
hidroxilos en C-3 y C-6 deben tener orientacion “B”, segin se indican en la Figura 5.1.2,
donde se muestran las principales interacciones espaciales de tipo NOE, entre los
hidrégenos H-3, H-5y H-6 (Yu.c: 6u = 3,64-3,56 con &¢ = 71,56 ppm; éu = 1,11-1,09 con ¢

=47,32 ppm y éu = 3,80-3,56 con &¢ = 71,83 ppm, respectivamente)
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Figura 5.1.2 Espectro 2D NOESY parcial (F2: 0,5-1,95 ppm; F1: 2,85-4,15 ppm), del 33,63-diol 96,
donde se muestran las principales interacciones espaciales de tipo NOE, entre los hidrégenos
H-3, H-5 y H-6.

Posteriormente, oxidacién selectiva en C-6 del compuesto 96 con el
sistema NBS/CH3CO2H/H20 reportado para otros nucleos esteroidales [63, 101],
produjo el derivado mono oxidado 97 con 79,9% de rendimiento. La confirmacion
de las modificaciones estructurales fue establecida en base a lo informado por
otros autores [63, 101], y principalmente por evidencia espectroscépica de IR y
RMN. De esta forma el compuesto 97 mostré sefiales principales a v = 3504-3393
y 1710 cm, asignadas a los grupos OH de alcoholes y C=0 de cetonas. Mientras que en el
espectro de 1H RMN, se observé la sefial a dn = 3,59-3,52 ppm (1H, m) asignada al
hidrégeno carbindlico H-3, mientras que no se observd la sefial ou = 3,80 ppm (1H, da, J
= 2,6 Hz), presente en el precursor 96. En el espectro de 13C RMN del compuesto 97 se

observaron las sefiales a 6¢c = 210,64 y 70,53 ppm asignadas a los carbonos C-6 y C-3

respectivamente. Adicionalmente la posicion oxidada en C-6, fue establecida por técnicas
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combinadas de experimentos 2D HSQC y 2D HMBC, en donde desde el espectro 2D HSQC
se observaron las correlaciones a Jyc entre los hidrégenos a ou = 2,29 ppm (1H, dd, ] =
13,2 y 4,5 Hz) con el carbono a &c = 46,53 ppm, sefales asignadas a H-7a y C-7
respectivamente. Mientras que la sefial observada a o = 2.19 ppm (1H, da, / = 10,9 Hz)

fue correlacionada con el carbono a dc¢ = 56,69 ppm, sefales asignadas a H-5 y C-5. Estas

correlaciones se muestran en la Figura 5.1.3.

H-20 H-7o
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Figura 5.1.3 Espectro 2D HSQC parcial con traza 13C DEPT-135 (F2: 1,60-2,10 ppm; F1: 20,20-
60,20 ppm), del compuesto 97, donde se muestran las principales correlaciones 1/xc entre los
hidrégenos H-5, y H-7a, con sus correspondientes C-5 y C-7.

Por otra parte, desde el espectro 2D HMBC, se confirmé la posicién del grupo
carbonilo en C-6, en base alas correlaciones heteronucleares a 2Juc y 3/uc, observadas para
los hidrégenos H-5 y H-7 con los carbonos C-3, C-4, C-6, C-7, C-8 C-10 y C-19. De esta
forma H-5, H-7a y H-73 mostraron correlacion a 2/yc con el C-6 (¢ = 210,64 ppm), seglin
se indica en la Figura 5.1.4. Adicionalmente, en la Figura 5.1.4 se muestra una ampliacién
del espectro 2D HMBC, indicando las principales correlaciones a 2Juc y 3/uc, detectadas
entre los hidrégenos H-5, H-7a y H-7 con los carbonos C-3, C-4, C-5, C-6,C-7,C-8 C-10 y

C-19, que finalmente confirman la posicién de C-6 como grupo C=0, en el derivado 97.
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Figura 5.1.4 Superior: espectro 2D HMBC completo del compuesto 97, donde se destacan
principalmente las correlaciones heteronucleares a 2/uc para los hidrégenos H-5 y H-7 con el
carbono C-6. Inferior: espectro 2D HMBC parcial del compuesto 97, donde se muestran las
principales correlaciones indicando las principales correlaciones a 2Juc (en verde) y 3/uc (en
calipso), detectadas entre los hidrégenos H-5, H-7 con los carbonos C-3-C10 y C-19.
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Posteriormente, para la transformacién de 92 en el compuesto 98 (5a.-hidroxi-6-
0x0), se aplico el tratamiento de 92 con AMCPB/CH:Cl; seguido de oxidacion de Jones,
que es una metodologia ampliamente utilizada para la obtencién de estas funciones
organicas, desde esteroides con estructura 3p-acetoxi-A5 [78, 87, 88, 102]. Este
procedimiento permiti6 la obtencién del compuesto 98 con un 92% de rendimiento. De
todas formas, la confirmacion de la estructura 5a-hidroxi-6-o0xo en 98 se estableci6 desde
los datos espectroscépicos de IR y RMN. De esta forma el compuesto 98 mostro
sefiales principales en IR a v = 3419, 1735 y 1714 cm, asignada al grupo OH de
alcoholes y C=0 de ésteres y cetonas respectivamente. Mientras que en el espectro de 1H
RMN se observoé la sefial a 0n = 3,31-3,28 ppm (1H, m) asignada al hidrégeno del grupo
OH, y lasenal a dn = 2,75 ppm (1H, dd, J = 12,6 y 12,6 Hz) asignada al H-7a, caracteristico
de hidrégenos en posicion alfa de grupos carbonilos. Adicionalmente desde el espectro
de 13C RMN, se observaron las sefiales a 6c = 212,30 y 80,13 ppm, que fueron asignadas
a los carbonos C-5 y C-6, respectivamente. Estos datos espectroscopicos en conjunto (1H
y 13C RMN) son caracteristicos de la presencia de funciones 5o.-hidroxi-6-oxo [78, 87, 88,
102]. Adicionalmente informacién espectroscépica combinada de experimentos 2D
HSQC y HMBC confirmaron la presencia de la funcién 5a-hidroxi-6-oxo, donde las
principales correlaciones heteronucleares a  2Juc y 3Juc, fueron detectadas entre el
hidrégeno OH (0u = 3,31-3,28 ppm, m) con las sefiales a dc = 80,13; 42,46 y 32,26 ppm,
asignados a los carbonos C-5, C-10 y C-4 respectivamente. Mientras que el hidrégeno H-
7a. (01 = 2,75 ppm, dd, ] = 12,6 y 12,6 Hz) mostré correlaciones con las sefiales a dc =
212,30; 55,82; 44,16 y 37,24 ppm, asignadas a los carbonos C-6, C-9, C-14 y C-8
respectivamente. De forma similar el hidrégeno H-7 (6u = 2,06 ppm, dd, J = 12,6 y 4,6
Hz) mostrd correlaciones con las sefiales a 6c = 212,30; 80,13; 44,16 y 37,24 ppm,
asignadas a los carbonos C-6, C-5, C-14 y C-8 respectivamente. Estas correlaciones y

algunas otras se muestran en la Figura 5.1.5.
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Figura 5.1.5 Superior: espectro 2D HMBC completo del compuesto 98, donde se destacan
principalmente las correlaciones heteronucleares a 2Juc (en verde) y 3/uc (en calipso) para los
hidrégenos OH, H-7a y H-7 con los correspondientes carbonos. Inferior: espectro 2D HMBC

ampliado del compuesto 98.
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Por otra parte, como se mencion6 anteriormente, la orientacion espacial
del grupo OH en el carbono C-5 para esta reaccion se indica como 5a-OH, esta fue
confirmada desde los datos espectroscopicos observados en experimentos 2D
NOESY. De esta forma la sefial del hidrégeno del grupo OH (du = 3,31-3,28 ppm, m),
mostro interacciones espaciales con los hidrégenos a du = 5,02 ppm (tc,J = 10,3 y
5,1 Hz); 1,93-1,89 ppm (m) y 1,80-1,77 ppm (m), asignados a los hidrégenos H-3, H-4a. y
H-2q, respectivamente. Estas correlaciones junto con la estructura de 98 se muestran en

la Figura 5.1.6.
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Figura 5.1.6 Estructura parcial y espectro 2D NOESY del compuesto 98, donde se destacan las
principales correlaciones espaciales entre los hidrégenos OH, H-3, H-4a y H-20..

Finalmente, por medio de saponificacion selectiva del grupo acetato presente en
el compuesto 98 con el sistema CH30Na/CH30H/CH2Cl; [98] produjo el derivado 99 con
un 77,5% de rendimiento. Las principales evidencias espectroscopicas para confirmar el

producto de reaccién se observaron desde los espectros de 1H y 13C RMN. De esta forma

61



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

en el espectro de 1H RMN, se observé un desplazamiento quimico a campo alto de la sefial
a od = 4,03-3,95 ppm (1H, m), asignada al hidrégeno H-3, que en el compuesto 98, esta
sefial se observé a o1 = 5,02 ppm. Adicionalmente no se observd la sefial a o = 1,98 ppm,
caracteristicas de las sefiales de grupos CH3CO. Mientras que en el espectro de 13C RMN,
se observo un desplazamiento quimico a campo alto de la sefial a ¢ = 65,18 ppm,
asignada al carbono C-3, que en el compuesto 98, esta sefial se observé a dc = 70,69 ppm.
Ademas, no se observaron las sefiales correspondientes al grupo acetato (CH3CO),
presentes en el compuesto 98 a 6c = 171,05 (C=0) y 21,23 (CHs-). Esta informacién

confirma que la reacciéon de saponificacién ocurrié en forma selectiva sobre el grupo

CHsCO en C-3.

62



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

5.2 Evaluaciones biolodgicas

De acuerdo con el objetivo especifico N°3 planteado en esta tesis, se procedié a
evaluar la actividad biolégica de los analogos 95-99 por medio del ensayo biolégico de
inclinacion de la lamina de arroz (ILA), en la especie Orysa sativa, variedad Zafiro [107,
108] y siguiendo un procedimiento modificado descrito en la metodologia, utilizando
como control positivo, el brasinélido (1) y agua como control negativo [75, 103, 107,
108].

Como se indic6 en la introduccidn y referente a los requerimientos estructurales
que deben poseer los brasinoesteroides naturales y sus analogos sintéticos en la cadena
lateral, se ha establecido que se debe tener una funcidén 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. Sin embargo, claramente este requisito estructural no esta del
todo claro, y es asi como se ha reportado que analogos de brasinoesteroides con cadena
lateral mas corta y con distinta naturaleza estructural han demostrado ser activos en
varios ensayos biolégicos de estimulacién del crecimiento vegetal [40, 67, 68, 75, 78, 96].

Analizando los resultados obtenidos, se observa que los analogos sintéticos de
BRs evaluados (con cadena lateral del tipo 23,24-bisnorcolanos) presentaron una
dependencia directa de la concentracion en los efectos de ILA. En primer lugar, todos los
andlogos ensayados (95-99) fueron mas activos que el control negativo (agua). Otra
observacién importante en términos generales fue que el analogo 97 presento la mayor
actividad a las concentraciones de 107 y 10-¢ M, superando incluso al control positivo
(brasinolido (1), ver Tablas 5.2.1 y 5.2.2). Mientras que a la concentracién 10-8 mostrd

una actividad comparable al brasinélido (1).
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Tabla 5.2.1 Angulo promedio de inclinacién de la ldmina de arroz (grados + DS) para la serie 95-
97 (cadena lateral del tipo 23,24-bisnorcolanica) a concentraciones 1 x 10-8M, 1 x 10-’M y 1 x10-

6M.
- " ] . ,CD;CH] CO,CH, A CO,CH,
Y

e o8

HO. '\I /\ , /

Ho ‘/‘I ;‘Eras\nnhdn(ij r i’r o HOL HO? T o

Angulo( ) Angulo (°) Angulo (°) Angulo (°)

10 3875 33+5,8 50+0,0 36+6,0

107 46+ 8,0 54 +6,6 40+2,0 85+0,0
10® 89+4,9 60+0,0 53+2,7 132 +1,00

Tabla 5.2.2 Angulo promedio de inclinacién de la ldmina de arroz (grados + DS) para la serie 98-
99 (cadena lateral del tipo 23,24-bisnorcolanica) a concentraciones 1 x 108M, 1 x 107M y 1 x10-
6M.

. _CO,CH,

HO,,

Brasindlido (1)

Angulo (°) Angulo (°) Angulo (°)

108 38+7,5 45+ 10 35+4,8
107 46 £ 8,0 43 +£5,2 38+4,1
10 89149 35+5,5 54 +6,6

Considerando las estructuras y los valores de actividades bioldgicas obtenidos
entre los analogos 95-97 (Tabla 5.2.1) se puede observar la dependencia de la estructura
con la actividad; es decir que la combinacién de funciones organicas 3p3-hidroxi-6-oxo
parece ser la mas activa para la serie 95-97, lo que se condice con los estudios de relacién
estructura-actividad para la presencia de estas funciones organicas entre los anillos A/B

(Figura 5.2.1 [24]).

[ g s s T

HO™"

HO

H

o o [0} OH

Figura 5.2.1 Efecto de incremento en la actividad biolégica para analogos de BRs mono
oxigenados en el anillo A, fusion de anillos A/B de tipo “trans” y funcién oxigena en anillo B.
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Para el caso de los analogos 98 y 99 (Tabla 5.2.2), s6lo 99, mostré una leve
actividad a la concentracién de 10-6 M, comparable con el anilogo 96. Respecto de la
estructura parcial con funcién 5a-hidroxi-6-0xo, no existe una tendencia clara respecto
de este requisito estructural, y aparentemente el analisis se debe realizar considerando
otros aspectos estructurales para este tipo de andlogos, dado que la diversificacién es

amplia en lo que respecta al anillo A, y cadena lateral (ver Figura 1.4.1, [76-90]).
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5.3 Estudios “In-Silico”

Segln los resultados de acoplamiento de los tres principales derivados de tipo
brasinoesteroide 95, 97 y 99 que poseen los datos de actividad biolégica mas elevados,
se observé que las mejores posturas de acoplamiento para estos compuestos comparten
un modo de unién comtn en un surco hidrofébico pronunciado que se encuentra entre el
dominio de insercion y el lado céncavo del solenoide y, segin el modo de unién predicho,
las mejores puntuaciones de acoplamiento se encontraron en el intervalo de -9,52 a -
12,23 kcal mol-, lo que sugiere que estas interacciones son tan eficaces que proporcionan
un efecto estabilizador en la conformacion del sitio activo. No obstante, el valor de la
distancia cuadratica media (RMSD) obtenido entre estos resultados de docking mejor
clasificados y la estructura cristalina fue superior a 2 A.

Como consecuencia de esto, se incorpord a los estudios de docking la flexibilidad
de la proteina, lo cual es ampliamente aceptado ya que la incorporacién de este factor a
los estudios de docking juega un papel importante en el proceso de reconocimiento
proteina-ligando. En este sentido, los modos de unién de todos los compuestos se
generaron mediante acoplamiento de ajuste inducido (IFD).

Se dio énfasis al analisis del modo de unidén predicho por IFD para los compuestos
mas activos, que mostraron una red optimizada de interacciones proteina-ligando en
comparacion con los resultados del docking realizado anteriormente. Recalculando el
valor RMSD a los resultados obtenidos del docking IFD y la estructura cristalina, fue
posible alcanzar poses clasificadas con valores inferiores a 2 A para los compuestos 95
(RMSD= 1,89 A) y 97 (RMSD= 1,87 A). En consecuencia, el aumento significativo de los
valores GlideScores tras el calculo de IFD de todos los compuestos activos (de -9,91 a -
13,10 kcal-mol-1) sugiere que la afinidad de unién a la conformacion activa es bastante
alta.

La mayoria de los residuos que recubren el surco superficial son hidréfobos y
estan muy conservados. Por lo tanto, los resultados obtenidos del IFD revelan que los
compuestos presentan multiples interacciones hidrofébicas que implican residuos tales
como Lys 601, Arg 640, Thr 729, Asn 705, lle 706, lle 682, Phe 681, Met 657, Trp 564, Tyr
599, Tyr 597 y Tyr 642, que probablemente desempeifan un papel predominante en las
interacciones proteina-ligando, ya que el nucleo central del esqueleto de anillos
fusionados ocupa la mayor parte del surco superficial. Curiosamente, los modos de unién

para la mayoria de los compuestos, asi como para los compuestos 95 y 97 revelaron la
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presencia de otras interacciones hidrofébicas que tienen lugar con los residuos Thr 63 y
Phe 60, producidas por la asociacién estable de BRI1-BAK1 que es consecuencia de la
activacion inicial de BRI1. Por lo tanto, también es posible que los compuestos acoplados
participen en la interaccién con BAK1 (LRR), y desencadenen asi la fosforilacion de BKI1
por BRI1, formando un complejo BRI1-BAK1 mas estable de la misma manera que lo hace
el ligando activo. Los estudios de acoplamiento para el resto de los analogos se muestran
en el Anexo 2.

Un analisis mas detallado de los resultados del IFD-docking para el compuesto
mas activo 97 revel6 que es capaz de establecer dos interacciones estables de enlaces de
hidrégeno, una de ellas entre el grupo hidroxilo presente en el anillo A y el residuo Thr
729, ademas otra entre el grupo metoxicarbonilo y el residuo Tyr 597 reforzando las
interacciones alrededor de la zona de contacto (Figura 5.3.1). Los resultados obtenidos
del IFD también revelaron que el compuesto 95 es capaz de formar dos interacciones de
enlace de hidrogeno, una de ellas formada por el grupo carbonilo del anillo A que estaba
orientado principalmente hacia el residuo His 61 y un segundo enlace de hidrégeno
formado por el grupo metoxicarbonilo con un residuo Ser 647 que también refuerzan ain
mas las interacciones alrededor de la interfaz de contacto.

Por otro lado, tanto para el compuesto 95 como para el compuesto 97 el anillo A
presentan interacciones hidrofébicas sin importancia con la superficie céncava, mientras
que el anillo B interactda estrechamente con el residuo Tyr 642 y con el residuo Tyr 599
de la misma manera que lo hace el anillo D desde el lado lateral. Los dos anillos Cy D se
apilan estrechamente a los residuos de Ph 681 y Ph 60.

Ademads, también se observa que la cadena lateral del anillo D se estabiliza por
interacciones con los residuos Trp 564 y Tyr 597. Por ultimo, los grupos metilo forman
interacciones estéricas hidrofobicas que se alojan en dos cavidades en el fondo del surco
hidrofébico.

De acuerdo con lo anterior, estos resultados mostraron un aumento en el valor de
Docking Score de -13,10 kcal mol-1 para la conformaciéon mas estable del compuesto 97.
Estos resultados sugirieron que las interacciones de puente de hidrégeno observadas
para este compuesto, asi como la nueva orientacion del ligando, proporcionaron un efecto
estabilizador mayor sobre la superficie del bolsillo de unién al brasinélido que el
producido por el compuesto 95, lo que explicaria la diferencia de actividad biologica

observada para ambos compuestos.
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Finalmente, los estudios de docking de ajuste inducido nos han permitido conferir
flexibilidad a las cadenas laterales de la proteina permitiendo al ligando ajustar y
optimizar las interacciones de unién dentro del sitio activo, revelando que el compuesto

mas activo presentaba energias de union apreciables y una buena afinidad por el BRI1.
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Figura 5.3.1 Modos de unién predichos en 3D y 2D del compuesto 97 en la superficie del bolsillo
de unién al brasinélido (PDB 4M7E). Los estudios de docking de ajuste inducido revelaron que el
compuesto mas activo posee energias libres de unién apreciables y afinidad de unién con BRI1.
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CAPITULO 6 - CONCLUSIONES

Cinco andlogos de brasinoesteroides funcionalizados como éster carboxilico en la
posicion C-22 fueron sintetizados eficientemente desde el acido 3B-acetil-23, 24-bisnor-
5-colenico (23) con rendimientos entre el 77,5% y 98% en cada paso de sintesis. Los
resultados de las pruebas de Inclinacién de la Ldmina de Arroz indicaron que los
compuestos 95, 97 y 99 aumentaron la respuesta de crecimiento vegetal
consistentemente a medida que las concentraciones aplicadas aumentaban, mientras que
los compuestos 96 y 98 mostraron un decaimiento en este efecto. El compuesto 97 con
subestructura acido 33-hidroxi-6-oxo fue el mas activo a concentraciones de 1x107 M y
1x10-6¢ M, incluso mas activo que el brasinélido (1), el cual es el compuesto mas activo

entre los brasinoesteroides de origen natural.

Los estudios de simulaciones de docking molecular combinados con induced fit
(IFD) sugieren un modo de acoplamiento apropiado donde el compuesto adopta una
conformacion favorablemente bien ajustada con el sitio de unién con el receptor BRI1,
formando interacciones polares e hidrofébicas que revelaron que el compuesto mas
activo poseia un alto valor de energia de unién y una buena afinidad, particularmente por
interacciones del tipo puente de hidrégeno de la funciones -hidroxi en C3 del anillo Ay
con el oxigeno de la cetona de la cadena lateral, lo cual explica la actividad biol6gica de

crecimiento vegetal observada para este compuesto.

Los resultados observados demuestran que la hip6tesis planteada en este estudio
se cumplié parcialmente dado que dos nuevos analogos de brasinoesteroides con cadena
lateral mas corta, del tipo 23,24-bisnorcolanica presentaron actividad de crecimiento
vegetal en el ensayo de Inclinacién de la LAmina de Arroz, la cual fue contrastada con los
estudios de acoplamiento molecular (docking) indicando que ésta caracteristica
estructural puede considerarse como alternativa para la actividad biolégica, y de esta

forma se podrian obtener nuevos analogos con una ruta de sintesis mas corta y eficiente.

En base a los resultados obtenidos en este estudio y considerando la
literatura existente, se evidencia una escasez de compuestos sintetizados en
comparacion con aquellos que presentan una cadena lateral larga. Esta brecha en
la investigacion sugiere un amplio campo de oportunidades para sintetizar una

mayor diversidad de compuestos y evaluar su actividad biol6égica. Con relacién a
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esto, se espera que futuras investigaciones se centren en ampliar la diversidad de
compuestos sintetizados, explorando diferentes modificaciones en la cadena
lateral y evaluando su impacto en la actividad biolégica. Esto permitiria obtener
un mayor conocimiento sobre la relacion estructura-actividad y potencialmente
descubrir compuestos mas efectivos y selectivos para aplicaciones en el

crecimiento vegetal.

Adicionalmente, se destaca el rol prometedor de las pruebas in silico, como
los estudios de acoplamiento molecular (docking), en la guia de posibles nuevas
rutas de sintesis. Estas herramientas computacionales pueden ofrecer
informacién invaluable para optimizar la sintesis de compuestos y predecir su
actividad bioldgica antes de realizar los experimentos in vitro o in vivo. Por lo
tanto, se espera que en el futuro se aproveche aiin mas el potencial de las pruebas
in silico en la investigacion de brasinoesteroides y en la busqueda de compuestos

con propiedades bioldgicas mejoradas.
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ANEXO 1
-5-eno-20-carboxilato de metilo (92).
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Espectro 2D 1H-1H COSY
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Espectro 2D 1H-13C HSQC-ed.
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(20S5)-3,6-dioxopregn-4-eno-20-carboxilato de metilo (94)
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Espectro 2D 1H-1H COSY
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Espectro 2D 1H-13C HSQC-ed.
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(205)-3,6-dioxo-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (95)
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Espectro 13C DEPT-135

£BST'ET~
TBESZT

L550°LT—

T595'TE—

6B866'EC—

9LER'IT—

Z0EB'9ES,
TECELE~
996B'LE-F
mmHD,mm\
mvmc,mm\w

SE6Z'Th—

619 Ob—

LLO0P' TS
LECL'TS~
PPEE'ES~—

0L2T'95—

256" LS—

60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12

62

Espectro 2D tH-1H NOESY

!
)

(wdd) 1y

1.5

n
o
|

r1.0
2.0

r3.0

r3.5

4.0

3.0 2.3 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

3.5

4.0

4.5

87



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

Espectro 2D tH-13C HSQC-ed.
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(205)-3B,6B-dihidroxi-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (96)

Espectro de tH RMN
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Espectro 2D 1H-1H COSY
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Espectro 2D 1H-13C HSQC-ed.
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(20S)-3B-hidroxi-6-oxo-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (97)

Espectro de tH RMN
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Espectro 13C-DEPT-135
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Espectro 2D 1H-13C HMBC.
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Espectro de 13C RMN
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Espectro 2D tH-tH NOESY
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Espectro 2D 1H-13C HMBC.
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(205)-3pB,50.-dihidroxy-6-oxo-pregnano-20-carboxilato de metilo (99)
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Espectro de 13C RMN
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Espectro 2D 1H-13C HSQC-ed.
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Espectros de EMAR (M + NH4) para los compuestos 95-99.

(205)-3,6-dioxo-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (95)
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(205)-3B,50.-dihidroxy-6-oxo-pregnano-20-carboxilato de metilo (99)
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ANEXO 2

Modos de unién predichos para los compuestos 95, 96, 98 y 99 en la superficie del
bolsillo de unién al brasinélido (PDB 4M7E) como también sus diagramas de interaccion
proteina-ligando.

a) Compuesto 95.

TYR §97

TYR 599

ARG 640

Valor de Docking Score -12.93 kcal mol-1, RMSD = 1.89 A
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b) Compuesto 96.

ARG 640

ASN 705

THR: 729 PHE 681

A640,
/ LEY
@« A RIS
TYR

A 642

Valor de Docking Score —11.73 kcal mol-1, RMSD = 1.83 A
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c) Compuesto 98.
—
//
/
) TYR 597
ARG:640 TYR 642 3
TYR 599 .
/. i
LYS 601

Y/

5 \' \»‘/ SER 647 /8

THR 729 s
\ 4

PHE 681

PlL
MET w2 658

A:65T R0
ASN o v N ILE
P e Aok NN e s
PHE | \ 2645
ILE : A: 662 \ \
4:706 4 )
1R
= 1
=z A 504
MET % 0
ILE
A 540
L
| A 592

Valor de Docking Score -11.30 kcal mol-1, RMSD = 2.75 A
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d) Compuesto 99.

TYR 642
ARG 640 R'642

PHE 681

THR 729

THR

SER
e K649 PRO o poga7
A: 662 A B4 . \
R / =
A:646
ILE
AN A 563
A 105 \
ILE
2:706 :::4
THR
63
13
10
THR
AT

Valor de Docking Score -12.06 kcal mol-1, RMSD = 2.44 A
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