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RESUMEN

En este trabajo de tesis, tres andlogos de brasinoesteroides con funciones 2a,3a-diol en
el anillo A, fusién de anillos A/B tipo trans, funcién 6-oxo en el anillo B y funcién benzoato
en C-22, junto con sustituyentes mono-fluorados en el anillo aromatico (Figura 1), fueron
sintetizados a partir del acido 3f-acetil-23,24-bisnorcolénico (16) con rendimientos

entre el 50,7% y el 98,6% en cada paso de sintesis.
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Figura 2: Serie propuesta de nuevos analogos de brasinoesteroides 23, 24-
bisnorcholenicos 49a-c.

Para estudiar la interaccidn entre los analogos sintetizados y el receptor BRI1 se realiz6
un Estudio de Acoplamiento Molecular, en la que el andlogo 49c¢ mostré una afinidad
significativa, superando a la brasinélida (1) en Docking score tanto para BRI1 como para

el heterodimero BRI1-BAK1.

Para evaluar la actividad bioldgica de los analogos sintetizados se realizaron los ensayos
de Inclinacién de la LAmina de Arroz (ILA) y el bioensayo del Segundo Entrenudo de Frijol
(SEF). En el Ensayo ILA, se observo un aumento en la actividad bioldgica con la
concentracion creciente, siendo el andlogo 49c¢ el mas destacado, superando incluso a la
brasindlida. En el ensayo SEF, el andlogo 49b demostrd ser el mas activo, superando en

algunos casos a la brasindlida.

Este trabajo abre la puerta a la sintesis de nuevos analogos de brasinoesteroide
halogenados, con el potencial de mejorar rendimientos y escalar el proceso. Se destaca la
necesidad de investigaciones futuras que amplien la diversidad de compuestos
sintetizados, explorando modificaciones en la cadena lateral para comprender mejor la

relacién estructura-actividad y descubrir compuestos mas efectivos y selectivos.
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SUMMARY

In this thesis work, three analogs of brassinosteroids with 2a,3a-diol functions in ring A,
trans-fused A/B ring fusion, 6-oxo function in ring B, and benzoate function at C-22, along
with mono-fluorinated substituents in the aromatic ring (Figure 1), were synthesized
from 3(-acetyl-23,24-bisnorcholenic acid (16) with yields ranging from 50.7% to 98.6%

at each synthesis step.

HO,,

HO"

o

Figure 1: Proposed series of new 23, 24- bisnorcholenic brassinosteroid analogs 49a-c.

To study the interaction between the synthesized analogs and the BRI1 receptor, a
Molecular Docking Study was conducted, in which analog 49¢ showed significant affinity,
surpassing brassinolide (1) in Docking score for both BRI1 and the heterodimer BRI1-
BAK1.

To evaluate the biological activity of the synthesized analogs, Rice Lamina Inclination
Test (RLIT) and the Second Bean Internode Bioassay (BSIB) were performed. In the RLIT
assay, an increase in biological activity with increasing concentration was observed, with
analog 49c standing out as the most prominent, even surpassing brassinolide. In the BSIB

assay, analog 49b proved to be the most active, surpassing brassinolide in some cases.

This work opens the door to the synthesis of new halogenated brassinosteroid analogs,
with the potential to improve yields and scale the process. The need for future research
is emphasized to expand the diversity of synthesized compounds, exploring
modifications in the side chain to better understand the structure-activity relationship

and discover more effective and selective compounds.
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CAPITULO 1 - INTRODUCCION

1.1 Seguridad alimentaria en condiciones climaticas desfavorables.

Uno de los mayores desafios que se presentan para el desarrollo de la agricultura nacional
en las proximas décadas reside en la adaptacién al cambio climatico, mas
especificamente, a la disminuciéon de la disponibilidad del recurso hidrico de forma
permanente. En las dltimas tres décadas las cuencas del Aconcagua, Maipo, Rapel,
Mataquito y Maule los caudales han disminuido entre 13 y 37%]1]. En la zona sur, en
tanto, gran parte de las cuencas presentan una baja del caudal que oscila entre 3 y
32%][1]. En promedio, se proyecta disminuciones de 50 a 200 [mm] anuales hasta los 52°
de latitud y un aumento de 50 a 100 [mm] al afio desde los 52° de latitud sur, zona que
corresponde esencialmente a la pampa patagonica[1]. Dichas variaciones repercuten
directamente en los montos de escorrentia, proyectandose disminuciones de ésta en las
zonas donde habra menos precipitaciéon y aumentos, de menor magnitud, en zonas con
aumento de precipitaciéon. Esto dltimo se explica por aumentos en los montos de
evapotranspiracion, asociados a alzas de temperatura, que se traducirian en un aumento
de temperatura promedio de 1°C hacia el periodo 2030-2060 [2]. El déficit hidrico afecta
negativamente la actividad agricola, no solo de forma directa, sino que también
indirectamente al afectar la calidad del agua disponible para regadio (aumento de
salinidad, cambios en pH, disminucién del oxigeno disuelto, aumento de la concentracion
de metales, etc.) por lo que se podria ver afectada la capacidad productiva de los cultivos

en la zona [1].

La sequia prolongada, exacerbada por el mal manejo y distribucién del agua y la
aplicacion de politicas publicas insuficientes para hacer frente a este delicado problema,
ha provocado que se requiera, tanto de la modernizacién de las normativas vigentes
respecto al uso del agua, como de la creaciéon de nuevos conocimientos que permitan la

produccion de alimentos de una manera mas eficiente [3].

1.2 Hormonas y reguladores de crecimiento vegetal.

Todo organismo multicelular requiere de la comunicacion entre los diversos sistemas

bioquimicos que la componen, con el fin de tener un correcto funcionamiento interno y
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una respuesta adecuada a estimulos externos. Para hacer efectiva dicha comunicacion, es
necesaria la accion de “mensajeros quimicos” capaces de migrar entre dichos sistemas y
generar una respuesta fisioldgica. A estos compuestos se les conoce como hormonas, y se
definen como “una sustancia que, siendo producida en cualquier lugar del organismo, es

transferida a otro lugar en el que influencia un proceso fisiologico especifico” [4].

Cabe recalcar que, dependiendo del tipo de organismo involucrado, el mecanismo de
accién de las hormonas es diferente: las hormonas animales son producidas en tejidos
especificos y son transportadas a través del torrente sanguineo hacia otro tejido donde
realiza una accion especifica, en contraste, la mayoria de las células vegetales son capaces
de producir una amplia gama de hormonas, sus mecanismos de transporte a través de la
planta son diversos y su accién puede afectar tanto a la célula que las produce como a

otras distantes [5].

A través de los afios, han existido diversos avances en la comprension de los diversos
mecanismos en los que se encuentran involucradas las hormonas vegetales. Durante el
siglo XIX, en uno de los primeros estudios relacionados con el tema, Julius von Sachs y
Charles Darwin [6,7] demostraron que varios de los procesos de crecimiento de las
plantas son regulados por ciertas “sustancias” que se mueven entre distintas partes de la
planta. Mas de un siglo después, se sabe que estas sustancias son moléculas derivadas de
distintas rutas metabdlicas, mas conocidas como hormonas. Estas moléculas actiian a
bajas concentraciones (~10-° [M]) en zonas cercanas a la célula que las origind (de forma
local), o tejidos distantes. Con los avances en las investigaciones a lo largo de los afios se
ha podido identificar una serie de hormonas vegetales, entre las que se encuentran el
acido abscisico (ABA), acido indol-3-acético (IAA o auxina), brasinoesteroides (BRs),
citoquininas, acido giberélico (GA), etileno, &cido jasmédnico (JA), y 4cido salicilico (Figura
1.1). Estos compuestos quimicos actiian en conjunto para regular cada aspecto de la vida
de las plantas, tales como su desarrollo y crecimiento, o la respuesta ante el estrés tanto

bidtico como abidtico [8].

10



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

Ethylene

Gibberellin O Jasmonic acid
/=

Cytokinin
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OH

OH
alicylic acid

Abscisic acid

Figura 1.1: Estructura de algunas fitohormonas reguladoras del crecimiento y desarrollo de las plantas [8].

Aunque la funcidn fisiolégica de la mayoria de estos compuestos ha sido estudiada
durante décadas, las ultimas dos décadas han visto un dramatico progreso en el
entendimiento de sus mecanismos de biosintesis, transporte y respuesta. La mayoria de
las rutas biosintéticas de estas fitohormonas ha sido bien caracterizada (como es el caso

de ABA, BR y GA), o se encuentran adn en estudios (tal es el caso de la auxina o JA)[9].

También ha habido grandes avances en la comprension del funcionamiento de la
respuesta hormonal, que incluye la identificacién de receptores de la mayoria de las
hormonas mas importantes. Existe abundante informacidn fisioldgica que sugiere que
todas las fitohormonas interactiian con una o mas hormonas adicionales y, dependiendo
del caso, estas interacciones pueden provocar cambios en el nivel o respuesta hormonal
[9,10].
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1.3 Brasinoesteroides.

Los BRs son polihidroxiesteroides de origen vegetal, que cumplen con un rol esencial en
el desarrollo de las plantas. Estos compuestos estructuralmente son similares a los
esteroides encontrados en animales e insectos. Las plantas poseen la habilidad de
biosintetizar una gran variedad de esteroides y su funcién en estas ha sido postulada en
repetidas oportunidades. Aun asi, no fue sino hasta 1979 que la funcién hormonal de los
BRs fue descubierta en plantas. Ese ano se reporté una lactona esteroideal llamada
brasindlida (1) (Figura 1.2) extraida desde el polen de Brassica Napus L. Dos afios mas
tarde, la castasterona (3) (Figura 1.2) fue aislada desde la bilis del insecto Castanea
crenata spp. Hasta la fecha, mas de 70 analogos de BRs han sido aislados desde fuentes
naturales y se han publicado mas de 1000 articulos, mayoritariamente por cientificos de
Japén (45%), USA (15%), Alemania (10-15%), China (10-15%) y de la ex Unidén Soviética
(10-15%). Inicialmente, las investigaciones se enfocaron en las propiedades fisiologicas
de los BRs y su mecanismo de accion. Desde el principio de las investigaciones en USA,
los BRs fueron considerados compuestos prometedores por sus aplicaciones en la
agricultura, ya que mostraban varios tipos de actividad regulatoria en el crecimiento y
desarrollo de plantas, y su valor econdmico como agentes de incremento del rendimiento

de los cultivos fue predicho a principios del siglo XX [11].

HO,,

Ho™"

o o

o]

Brasindlida (1) 24-epibrasinclida (2) Castasterona (3) 24-epicastasterona (4)

o o

28-homobrasindlida (5) 28-homocastasterona (6) 2-deoxi-28-homobrasindlida (7) 28-homoteasterona (8)

Figura 1.2: Algunos ejemplos de brasinoesteroides naturales.
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Diversas investigaciones revelan que estas fitohormonas generan un amplio espectro de
respuestas en vegetales, entre ellas se encuentran la elongacion de los tallos, doblamiento
de hojas y epinastia, induccién de la biosintesis de etileno y la activacién de la bomba de
protones, sintesis de acidos nucleicos y proteinas, regulaciéon de la asimilacion de
carbohidratos y alocacién, y la activacién de la fotosintesis [12]. Ademas, los BRs pueden

proteger a las plantas de varios tipos de estrés, ya sea abidtico como bidtico [13,14].

Desde el punto de vista de las estructuras, los BRs son derivados del esqueleto de 5a-
colestano y sus variaciones estructurales vienen dadas por el tipo y posicién de los grupos
funcionales en los anillos A/B y de la cadena lateral (Figura 1.3); dichas modificaciones
son producidas debido a las reacciones de oxido-reduccién involucradas durante la
biosintesis de estos compuestos. Los BRs con funciones a-hidroxi, B-hidroxi o cetona en
la posicion C-3 en el anillo A son precursores de derivados 2a,3a-dihidroxilos vecinales,
aquellos con hidroxilos vecinales 2a,3B-, 2B8,3a-, o 2B, 3B- pueden ser metabolitos de
2a,3a-dihidroxilos. Respecto a los sustituyentes en el anillo B, los BRs se clasifican ya sea
como 6-0xo (cetona) o 6-oxo-7-oxa (lactona). En la cadena lateral, los BRs tienen dioles
vecinales R, R-orientados en los C-22 y C-23. La castasterona (3), con un grupo hidroxilo

en el C-22 es precursor de BRs con este tipo de dioles [15].

27

27
OH
HO,
/////,,l“ 2 :
Sustituyentes m,
HO en cadena lateral st
———»

no

OH
2 M/ St: Esteroide
St

Figura 1.3: Variedad de sustituyentes en los anillos Ay B, y en la cadena lateral de Brasinoesteroides
naturales.
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1.4 Relacidén estructura-actividad de los Brasinoesteroides.

Dado que los BRs en plantas actiian a concentraciones muy bajas, exhibiendo una alta
actividad bioldgica, la medicién de esta actividad requiere del uso de bioensayos
sensibles y especificos, tal que pueda diferenciarse el efecto de los BRs de otras hormonas
enddégenas. La prueba del segundo entrenudo de frijol (SEF) fue la primera prueba
utilizada para monitorear la actividad biol6gica de los BRs [15,16] y, junto con el ensayo
de inclinacién de la lamina de arroz (ILA) [14], son los métodos mas utilizados para la
evaluacién de la actividad de BRs [15]. Otros ensayos bioldgicos incluyen el test del
primer entrenudo de frijol, el bioensayo de epicotilo en frijol mungo, el ensayo de
enrolado de la hoja de trigo, bioensayos en tomate y rdbano [11], y el ensayo de

crecimiento de la raiz de Arabidopsis-Thaliana [17].

Varios grupos han adoptado el protocolo de ILA utilizando diferentes cultivares de arroz,
teniendo una gran variabilidad en la sensibilidad del método [14]. Dos cultivares, Arborio
J-1 y Nihonbare fueron seleccionados como los cultivares de arroz con resultados mas
confiables de las 60 variedades de arroz existentes [18]. El limite de deteccién para la
brasindlida (1) en este método es menor a 0,1 [ng/planta], y la castasterona (3) resulta

tener un octavo de la actividad de (1) [19,20].

En cuanto al ensayo del SEF, los cambios morfolégicos en las plantas (elongacion,
inflacion, curvatura y division de los entrenudos tratados) dependen de la estructura y
dosis de los BRs aplicados, los cuales son evaluados a través de dos métodos: 1)
porcentaje de elongacidn respecto al control, y 2) respuesta de crecimiento en una escala
del 0 al 5. Segtin este codigo, se concluyé que los compuestos sin grupos hidroxilos en la
cadena lateral son relativamente inactivos, que en general, los compuestos con grupos
cis-hidroxilos en C-22 y C-23 y un sustituyente en C-24 eran altamente activos, pero con

una menor actividad que la brasinélida (1) [21].

A pesar de la falta de estandarizacion de los bioensayos, y las complicaciones en el analisis
de datos debido a la amplia variedad de sustituyentes que estas moléculas pueden alojar
tanto en sus anillos como en la cadena lateral [21], asi como el tipo de fusién de anillos
A/B que estas posean y que afectan la actividad de estos compuestos en el crecimiento
de las plantas [22], se ha logrado encontrar ciertas generalizaciones en cuanto a qué
caracteristicas estructurales debe poseer un BRs para mostrar una alta actividad

biolégica de crecimiento vegetal, las cuales se pueden resumir en: existencia de grupo 2a-
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hidroxilo, o 2a,3a-dioles en el anillo A, funciones 7-oxolactona o 6-0xo en el anillo B [22]
y fusion trans de los anillos A/B [23]. En cuanto a la cadena lateral, el orden de actividad
de sustituyentes en el C-24 es CHz>C;Hs>H, los compuestos con grupos 22R,23R-cis-
dioles muestran una mayor respuesta que los isomeros 225,235 [14,24]. En la Figura 1.4
se muestra un resumen de las funcionalizaciones mas relevantes en cuanto a actividad

bioldgica de estos compuestos.

HO,,,

a) |
HO™

(o] [o} o (o]
2, 3o dihidroxi 3o hidroxi 3 dehidro 3p hidroxi

b)

6-oxo-7-oxalactona 6-ceto 7-oxo-6-oxalactona
; > ‘; :
4 LTI | ﬁ
H I i }
Fusion de anillos A/B trans Fusion de anillos A/B cis
%
OH OH 28 OH = OH Eﬁ/
2 p 23 - 23 -
KJZ\(ZL T/ e, 92 28~ rf%/ﬁ\/ rz/M
St OH St OH St OH | St OH !
22R, 23R 22R, 23R, 28-homo 22R, 23R, 24-epi 228, 23S, 28-homo
d OH OH OH =
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<: Incremento de la actividad I

Figura 1.4: a) Relacion Estructura-Actividad relativa en el anillo A. (b) efecto de la funcionalizacion relativa
del anillo B en la actividad bioldgica. (c) Relacidn de las conformaciones espaciales del niicleo esteroidal del
Sa-colestano y 5f-colestano con fusién de anillos A/B tipo trans (izquierda) y fusion de los anillos A/B tipo cis;
con la actividad bioldgica. (d) Efecto de los sustituyentes de la cadena lateral.
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1.5 Sintesis de brasinoesteroides y sus analogos.

Los BRs se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, incluyendo algas,
helechos, gimnoespermas, angioespermas, monocotiledones, dicotiledones, etc. [25] y
son capaces de generar un efecto de crecimiento vegetal al ser aplicadas en bajas
concentraciones (20-50 [mg/ha]), por lo que estos compuestos han atraido la atencién
de especialistas en diversos campos de la quimica biologia y agricultura. Puesto que los
BRs se encuentran en concentraciones demasiado bajas en las plantas como para que sea
rentable su extraccion, es que se ha hecho necesario realizar la sintesis de analogos de
BRs como un método més econdmico de obtenciéon de BRs naturales y sus analogos

semisintéticos [14].

Para conseguir esta tarea, se debe tener en consideraciéon el hecho de que estos
compuestos poseen una estructura compleja (10-13 centros quirales) y la presencia de
diversas funcionalizaciones en su estructura, por lo que realizar una sintesis total no
parece ser un método practico de obtencion de estas hormonas [26,27]. La solucién a este
problema radica en realizar una semi-sintesis, partiendo desde esteroides naturales
abundantes. Preferentemente se han de elegir precursores con caracteristicas

estereoquimicas similares al target molecular a sintetizar [14].

Los precursores mas apropiados para la sintesis de BRs y sus analogos son esteroles con
un enlace doble A2z, tal como el estigmasterol (9), el crinosterol (11) y ergosterol (12)
(Figura 1.5), que pueden ser utilizados en la sintesis de brasinoesteroides con C-29 y C-
28, respectivamente. La mayoria de los compuestos precursores de cadena lateral larga
son dificiles de encontrar o tienen cadenas laterales saturadas que complican la
funcionalizaciéon de estas. Otra posibilidad es la de utilizar acidos célicos como
precursores, tales como el acido hiodeoxicolico (10) y esteroides como la serie del
androstano y pregnano, de los cuales destacan la pregnenolona (13) y la androsterona
(14), las cuales se encuentran de forma abundante debido a su uso en la produccién de
hormonas esteroidales farmacéuticas [14]. En la Figura 1.5 se muestran algunos de los

esteroles mas utilizados como precursores de analogos de BRs.

16



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

OH
Estigmaesterol (9) Acido hiodeoxicélico (10) Crinosterol (11) Ergosterol (12)

COH

HO HO H RO

Pregnenolona (13) Androsterona (14) R = H: acido 3p-hidroxi-23,24-bisnorcolénico (15)
R = OAc: acido 3B-acetoxi-23,24-bisnorcolénico (16)

Figura 1.5: Estructura de esteroles que se han utilizado como precursores en la sintesis de brasinoesteroides
naturales y sus andlogos.

Para la sintesis de anillos A/B funcionalizados, se utilizan precursores como esteroles,
pregnenolona (13), androstenolona (14), alcaloides esteroideales y sapogininas. Existe
un gran namero de investigaciones dedicadas a la sintesis a partir de estos compuestos,
como la funcionalizaciéon 2a,3a-diol [14,21,28-35] Para lograr la introduccién de la
lactona en el anillo B desde 6-oxoesteroides, el método mas comun es la oxidacién de
Baeyer-Villiger con CF3;COsH [36,37] o acido m-cloroperoxibenzéico [38,39]. En la
reaccion se forman dos regioisomeros (derivados 7-oxolactona y 6-oxolactona), y la
proporcidn de estos productos depende de la naturaleza electrdnica de los sustituyentes

en el anillo A [13,28].

La presencia de dos grupos hidroxilo en C-3 y C-6 en el acido hiodeoxicélico lo presentan

como un atractivo material precursor en la sintesis de andlogos de BRs [40-42].

1.6 Analogos sintéticos con modificacion de la cadena lateral.

Si bien, a partir de las multiples investigaciones realizadas para determinar la actividad
bioldgica de una amplia gama de derivados de brasinoesteroides, se ha logrado definir
las principales caracteristicas estructurales de los anillos que estas moléculas deben
poseer para exhibir una alta actividad de crecimiento vegetal. Sin embargo, la
funcionalidad en la cadena lateral atin no se encuentra del todo definida [43-47]. Es asi
como se han reportado las sintesis de un considerable nimero de analogos con

importantes modificaciones en la cadena lateral y que han demostrado tener algtn tipo
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de actividad en crecimiento [43-48]. En la Figura 1.6 se muestran algunos ejemplos de

estructuras de analogos de BRs con importantes modificaciones en la cadena lateral.

HO,,

21:C-22 (R)
22:C-22 ()
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Figura 1.6: Estructura de andlogos de brasinoesteroides con importantes modificaciones en la cadena lateral.

En cuanto al tamano de la cadena lateral, se han realizado estudios donde se indica las
propiedades que favorecen la actividad biolégica [48], dentro de los cuales se indica la
presencia de la funcién C-22 hidroxilada, C-23 hidroxilo o grupos aceptores de puentes
de hidrégeno (aunque su aporte a la actividad biol6gica es menos relevante), grupos
atractores de electrones (halégenos) en la cadena, preferencia por ramificaciones por
sobre la elongacion de la cadena [48]. En cuanto a este dltimo punto, se han realizado
diversos esfuerzos para sintetizar BRs de cadena lateral mas corta con distintos tipos de
funcionalizaciones [30,45,49-51], asi como derivados del tipo pregnanos y 23,24-dinor-
colanicos [46,51,52]. En la Figura 1.7 se muestran algunos ejemplos de analogos de BRs

con de cadenas laterales mas cortas en forma de éteres, acidos carboxilicos y ésteres.

OR,

HO,, HO,,

29a: R= CHj R0y,
29b: R= CH,CH3
29c: R= n-propilo o
29d: R= CH,CH,-OCH; ~ R4O"
29e: R= CH,CH,-OC4Hg

29f: R= t-butilo

30a: Ry= Ac; Ry= CHj3

30b: Ry=H; Ry= OH

30c: Ry= Ac; R,= OH -
"R.= H' Ro= HO"

30d: Ry= H; Ry= OCH3

30e: Ry= Ac; R=Cl

30f: Ry= Ac; Ry;= OCH(CH3)CH(CHj3),

30g: Ry=H; Ry;= OCH(CH3)CH(CH3),

HO™"

Figura 1.7: Andlogos de brasinoesteroides con cadenas laterales del tipo 23,24-dinor coldnicos,
funcionalizadas en forma de glicoles, éteres, ésteres y dcidos carboxilicos.
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La actividad bioldgica de BRs de cadena corta ha sido analizada para la serie (29a-29f)
por medio del bioensayo del segundo entrenudo de frijol, donde el compuesto 29b
exhibi6 la mayor actividad de la serie [32]. En cuanto a la serie (30a-30g), la actividad de
crecimiento vegetal se estudié mediante las pruebas de curvatura del primer entrenudo
y elongacién del segundo entrenudo de frijol, donde se observo que el compuesto 30b
posee una actividad destacable dentro de su serie en ambos ensayos, lo que abrié la
posibilidad de encontrar anilogos de BRs mas simples estructuralmente, sin
comprometer la actividad bioldgica [30]. Cabe comentar que la actividad biolégica del
compuesto 31 preparado desde 23,24-dinorcolanos no fue informada [53], lo que crea
una oportunidad de estudiar la actividad biolégica de andlogos de BRs de cadena lateral

corta y con funciéon 6-oxo.

En cuanto a los sustituyentes en analogos de BRs de cadena corta, un caso interesante de
analizar es la posibilidad de incorporar sistemas aromaticos (arilbrasinoesteroides) a la
cadena, ya sea heterociclicos o sustituidos. Por ejemplo, tal como se muestra en la Figura
1.8, se sintetizaron (22R,23R)-23-arilbrasinoesteroides o-sustituidos, p-sustituidos, m-
sustituidos y polisustituidos con grupos atractores y dadores de electrones (hal6genos y
alquilicos, respectivamente) [49,53,54]. De estos compuestos cabe destacar la alta
actividad de los andlogos 33 y 34 en el ensayo de alargamiento de hipocétilo de
Arabidopsis det-2 y en el ensayo del segundo entrenudo de frijol francés [55]. Por otra
parte, los analogos fluorados en posiciones p y 0 36 y 38 mostraron actividades biolégicas
similares a las del compuesto 24-epicasterona (4). En cuanto a las lactonas de la serie
37a-37h, destaca la actividad de 37c en el ensayo del segundo entrenudo de frijol
francés, comparable a la del Brasindélido (1). Cabe destacar que el compuesto precursor
37a también mostr6 una excelente actividad bioldgica en dicho ensayo [55]. Entre los
arilbrasinoesteroides halogenados, los analogos mas activos fueron 36, 38a y 39b [49].
También se determiné que, en general, la presencia de grupos voluminosos (fenilo, t-

butilo o metilo) disminuye la actividad biolégica [49].
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Figura 1.8: Estructuras de (22R,23R)-23-arilbrasinoesteroides.

Finalmente, en investigaciones recientes se sintetizaron derivados de ésteres benzoatos
en la cadena lateral (Figura 1.9) utilizando el acido hiodeoxicélico (10) como precursor
[56]. La actividad de crecimiento vegetal de estos compuestos fue evaluada mediante el
ensayo ILA, donde los analogos 48a y 48b mostraron una actividad biolégica comparable
con la brasindlida (1) [57]. También se determind que la incorporacién de las dos

funciones de benzoatos en C-22 y C-23, disminuye la actividad bioldgica [57].

OH

48a: C-22 (R)

Aco™” 48b: C-22 (S)

Figura 1.9: Andlogos de brasinoesteroide del tipo 24-norcolanos con ésteres de benzoatos en la cadena
lateral.

1.7 Receptores de BRs y estudios in silico de acoplamiento molecular
(Molecular Docking).

En las ultimas décadas, diversos estudios de genética molecular, utilizando plantas

modelo tales como Arabidopsis thaliana y Oryza sativa, han llevado a la identificacién de
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numerosos genes involucrados en la biosintesis y regulacion genética de los BRs. Estos
estudios, sumados a aproximaciones bioquimicas recientes han logrado desentrafiar
varios aspectos de la sefializacién de BRs [58], entre ellas destacan las vias de
senalizacion necesarias para la regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas,
basadas en la identificacion de los blancos directos de las proteinas BRASSINAZOLES-
RESISTANT1 (BZR1) y BR-INSENSTIVE1 (BRI1)-EMS-SUPPRESSOR1(BES1)/BZR2, las
cuales son los receptores de BRs involucrados en la actividad de crecimiento vegetal [59].
Los BRs se perciben en la superficie celular mediante la unién directa al dominio
extracelular (ECD) del receptor de membrana BR-INSENSITIVE1 (BRI1), perteneciente a
la familia de receptores tipo kinasa (RK) con unidades repetidas en leucina (LRR-LRK),
caracterizadas por un dominio LRR extracelular, un segmento de un paso
transmembrana, y un dominio kinasa citoplasmatico intracelular [45,60]. La estructura
del dominio de la union ligando-receptor tiene forma de superhélice (Figura 1.10)
compuesta de una secuencia de sefial N-terminal, seguida de unidades de leucina
repetidas (25 LRR) retorcidas, creando un empaquetamiento de forma de herradura con
un didmetro interno de 30 A (Figura 1.10) [61]. Un dominio de isla de 70 aminoacidos
entre los LRR-21 (Ser561-GIln583) y el LRR-22 (Asn653-Ser677) se pliega hacia el
interior de la superhélice, creando un bolsillo en la superficie donde se unen los BRs

(Figura 1.10) [45].

PN gy 1
& ’:-g-.‘_3 ¥
%y

Figura 1.10: BRI1 (LRR) posee una estructura selenoide helicoideal: a) Estructuras del receptor BRI1 (LRR)
vista lateralmente. b) Estructura del BRI1 vista de forma frontal. Las N-acetilglucosaminas (dominio isla) se
muestran en color magenta. Los enlaces disulfuro se muestran en color naranja. ID, corresponde al dominio de
insercién del ligando. Los extremos N- y C- terminales se muestran en gris y azul marino, respectivamente. Los
ntimeros en azul indican las posiciones de los LRR. La ldmina 8 ($1) del extremo N-terminal estd delimitada. c)

Estructura del receptor BRI1 unido a un BRs (en amarillo) [61].
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El receptor BRI1 se encuentra generalmente en forma de homodimero y su forma
permanece practicamente inalterada durante la unién con los BRs, excepto por un
reordenamiento en los bucles en el interdominio kinasa alrededor de su sitio activo, que
puede ser asociada con la sefializacién inducida por estos ligandos [61]. Esta interaccion
lleva a la fosforilacién de BRI1 [62], quien heterodimeriza con su co-receptor BAK1
(Receptor kinasa 1 asociado a BRI1) y se disocia de su regulador negativo BKI1 (Inhibidor
Kinasa 1 BRI1), lo que estimula la actividad de la kinasa [58]. La activacion del BRI1
induce la activacién de la proteina kinasa BUS1 (Supresor 1 de BRI1), desactivando BIN2
(Brassinoesteroid-insensitive 2) por desfosforilacion. Es entonces que BIN2 es degradada
por las proteasas citoplasmaticas. La inhibicion de BIN1 permite la activacién de dos
factores de transcripcién que son mediadores en los cambios transcripcionales inducidos
por los BRs, conocidos como BZR1 (BRASSINAZOLES-RESISTANT1) y BES1 (BRI1-EMS-
SUPPRESSOR 1), también conocido como BZR2 [58].

Debido a la importancia bioldgica de la interaccion BRI1-BRs, en los ultimos afios han
aumentado los estudios referentes al tema. Sin embargo, la mayoria de las
investigaciones se han centrado en la interaccidn entre la brasindlida (1) u otros BRs
naturales, y el receptor BRI1 [45,58,61,63-65], por lo que actualmente existen pocas
evidencias de investigaciones relacionadas con el modo de unién de los analogos
sintéticos de BRs al complejo BRI1-BAK1 en las plantas. Estudios recientes afirman que
la pose en que los BRs se unen al receptor depende mayoritariamente del nimero de
residuos no-polares en la ranura del sitio activo, formando un bolsillo hidrofébico que
interactia con las zonas apolares de los anillos y la cadena lateral de los Brs [45]. En la
actualidad, el disefio de farmacos asistido por computador (CADD, por sus siglas en
inglés) es utilizado con frecuencia para predecir compuestos que puedan tener algin tipo
de actividad en un receptor. Las ventajas de estos métodos reside en su bajo costo y poco
tiempo empleado [66]. En particular, la afinidad de enlace de un gran set de moléculas de
prueba en una enzima es estimada utilizando la técnica de docking molecular, que es un
procedimiento computacional que permite predecir la unién no-covalente entre una
macromolécula (receptor) y una molécula pequefia (ligando) de manera eficiente, a partir
de la optimizacién sus estructuras individuales, obtenidas desde bases de datos
experimentales (RMN, cristalografia con difraccién de rayos X y el Protein Data Bank),
simulaciones moleculares, entre otras [66,67]. Entre los softwares mas utilizados para

realizar docking molecular, destacan Autodock4 (AD4) y Autodock Vina (Vina), que son
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paquetes de codigo libre que pueden determinar con una gran velocidad la afinidad
ligando-receptor. Estudios recientes indican que Vina realiza predicciones de afinidad
ligando-receptor con mayor certeza que AD4 al realizar calculos cortos, es por esto que
el programa se ha vuelto mas popular que AD4 y por qué se utilizara en este proyecto

[66,68].

Respecto a estudios de Docking Molecular en aril-brasinoesteroides, cabe destacar la
investigacién realizada por Korinkova, et al., quienes analizaron una serie de nuevos
andlogos de Brs sintetizados con el fin de comparar los resultados obtenidos en estudios
biolégicos (biotest de inhibicién del gisante y la prueba de sensibilidad de la raiz de
Arabidopsis) [49]. Para esto utilizaron el software Autodock Vina y las poses de algunos

de sus analogos sintetizados se muestran en la Figura 1.11.
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Figura 1.11: Poses del compuesto 24-epibrasindlida (2) (amarillo) y tres nuevos andlogos de BRs, 38
(verde), 39b (calipso) y 42a (gris) en el sitio de unién de BRI1.

En base a la alta actividad biol6gica presentada por derivados aril-brasinoesteroideales,
en especial aquellos con cadenas laterales del tipo 23,24-dinor colanicos (Figura 1.7), la
actividad de analogos de brasinoesteroide del tipo 24-norcolanos con un grupo éster de
benzoatos en la cadena lateral (compuestos 48a y 48b) mostrados en la Figura 1.9 y la
interesante actividad biolégica de crecimiento vegetal que exhiben derivador de aril-BRs
halogenados, especialmente los compuestos con atomos de Fluor en el anillo aromatico
(Figura 1.8), es que en este proyecto de Tesis se propone un estudio de acoplamiento
molecular, sintesis y evaluacion de la actividad biolégica de una serie de nuevos analogos
de Brasinoesteroides con cadena lateral de tipo 23,24-bisnorcolanicos, con funcién

Benzoato en el C-22 y sustituyentes mono y di-fluorados en el anillo aromatico (Figura
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1.12). Para esto, se realizaran estudios de docking molecular a los compuestos a
sintetizar, ademas de la brasinoélida (1), que se utilizara como patroén de referencia, y se
realizara la ruta de sintesis que permita obtenerlos con un buen rendimiento. Una vez
sintetizados, se realizardn estudios de actividad biolégica mediante los ensayos ILAy SEF,
para posteriormente validar el estudio de docking molecular a través de la comparacién

de la actividad biol6gica obtenida en las simulaciones y de forma experimental.

&
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49a: R=H
HO.,, R 49b-R=-4F

49c: R = 2-F
Ho 49d: R = 2,6-F

49¢:R = 24-F

(o)

Figura 1.12: Estructuras de nuevos andlogos de Brasinoesteroides de tipo 23,24-bisnorcolénicos a estudiar en
esta investigacion.

En cuanto a la estructura general de estos nuevos andlogos de BRs, por antecedentes
bibliograficos se definié que debian poseer: a) Grupo 2a,3a-diol en el anillo A, b) Fusion

de anillos A/B tipo trans y c) Funcién 6-oxo en el anillo B.
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CAPITULO 2 - HIPOTESIS Y OBJETIVO DE
INVESTIGACION

HIPOTESIS

Los nuevos analogos de Brasinoesteroides de tipo 23,24-bisnorcolanos, con funciones
2a,3a-diol en el anillo A, fusién de anillos A/B tipo trans, funcién 6-oxo en el anillo B y
funcién benzoato en C-22, con sustituyentes mono y di-fluorados en el anillo aromatico,
presentaran una alta interacciéon con el receptor BRI1 y, ademas, exhibiran actividad
biolégica de crecimiento vegetal en los bioensayos de inclinacién de la l1dmina de arroz

(ILA) y segundo entrenudo de frijol (SEF).

2.1 Objetivos Generales

Sintetizar una serie de nuevos analogos de Brasinoesteroides con funciones 2a,3a-diol
en el anillo A, fusion de anillos A/B tipo trans, funcién 6-oxo en el anillo B y funcién
benzoato en C-22, con sustituyentes mono y di-fluorados en el anillo aromatico, evaluar
la unién al receptor BRI1 mediante un estudio de docking molecular, evaluar la actividad
biolégica de crecimiento vegetal de los compuestos sintetizados, para finalmente
proponer una Relacion Estructura-Actividad entre la posicién de los sustituyentes con

flior y la union al receptor.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar un estudio de docking molecular de las nuevas series de analogos de
Brasinoesteroides propuestos (49a-e) con el fin de determinar los compuestos mas
promisorios (Figura 2.1).

Sintetizar los analogos de la serie 49a-e, a partir del precursor acido 33-acetil-23,24-
bisnorcolénico (16), de acuerdo con las rutas de sintesis mostrada en los Esquemas
1 y 2. Realizar la caracterizacion por técnicas espectroscépicas de IR, EM y RMN.
Ademas, de caracterizar por medio de punto de fusién, de todos los compuestos
intermedios y finales sintetizados.

Evaluar la actividad bioldgica de los analogos sintetizados 49a-e en los bioensayos de

inclinacion de la ldmina de arroz (ILA) y segundo entrenudo de frijol (SEF).
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Contrastar el estudio de docking molecular con los resultados de los estudios de
actividad bioldgica realizados para las dos series de nuevos andlogos de

brasinoesteroides.

HO,, HO,,

HO" Ho"

&

HO,,

Ho""

o

Figura 2.1: Nuevos andlogos de brasinoesteroide de tipo 23,24-bisnorcolénicos a ser estudiados en esta
investigacion.
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CAPITULO 3 - METODOLOGIAS

3.1 Metodologia sintesis quimicas

Se utilizara el acido 33-acetil-23, 24-bisnor-5-célenico (16) como material de partida, que
esta disponible en el mercado, posee un costo relativamente bajo, y tiene las funciones
organicas en posiciones adecuadas para las transformaciones quimicas necesarias que
permitird la obtencion de los nuevos andlogos 49a-e. Este producto se obtiene por

ozondlisis de estigmasterol (9) [69].

En una primera etapa se procedera a la obtencién de intermedio avanzado 58 (Esquema
1), desde acido 3[B-acetil-23,24-bisnor-5-colénico (16), siguiendo la ruta de sintesis
indicada en el Esquema 1, reportada previamente la cual se resume a continuacién:
tratamiento de 16 por esterificacion con CHzN, producira el derivado esterificado 50
[53]. Saponificacion selectiva del grupo acetato en C-3 con el sistema NaHCO3/MeOH/H-0
bajo reflujo permitird la obtencién del derivado 51 [53]. Posteriormente el grupo
hidroxilo en posicién C-3p, se tosilara con p-TsCl/piridina, lo que permitira la obtencion
del derivado 52 [53]. Desde aqui en adelante se procedera con el procedimiento clasico
llamado transposicion de isoesteroide, aplicada ampliamente para esteroides del tipo 5-
3B-tosilo 0 52-3B-mesilo [53,70], la cual consiste en realizar una reaccion de solvolisis del
tosilato 52 con AcOK/acetona bajo condiciones de reflujo, que permitira la introduccion
del grupo hidroxilo en C-6 y la formacién del anillo de ciclopropano en posiciéon C-3 y C-
5 (3,5-cicloesteroide) generando el compuesto 53 [53,70,71]. La funcién hidroxilada en
C-6 sera oxidada a cetona mediante el uso de clorocromato de piridinio (PCC) o reactivo
de Jones en CH:Cl; y acetona [72], obteniéndose el intermediario 54, cuyo anillo de
ciclopropano sera abierto mediante el tratamiento con Bromuro de Litio (LiBr) en N,N-
dimetilacetamida en presencia de tosilato de piridinio bajo condiciones de reflujo para
formar el alqueno 55 [53] (Esquema 1). Protecciéon del grupo cetona en C-6 del
intermedio 55 con etilenglicol en medio 4cido permitira la formacion del acetal 56 [73].
Reduccidén de la funcién éster en el C-22 de 56, utilizando LiAlH4 en THF, seguido de
tratamiento acido formara el intermedio avanzado 57 [74]. Adicionalmente desde 57 se
sintetizara el triol 58 por reaccion de dihidroxilacién de Sharpless [45,56], con el objetivo
de evaluar el efecto biologico de este compuesto comparado con los analogos benzoilados

49a-d.
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Esquema 1: Ruta de sintesis propuesta para la obtencion del intermedio avanzado 57, desde 3 f-acetil-23,24-
bisnor-5-colénico (16).

El grupo hidroxilo en C-22 sera esterificado con los cloruros de acilo correspondientes
(dependiendo de la funcionalizacién del anillo aromatico), para formar los compuestos
59a-e [46,56] (Esquema 2), los cudles finalmente seran sometidos a la reacciéon de
dihidroxilacion de Sharpless [45,56] con el fin de obtener los nuevos analogos de la serie

49a-e, segln se indica en Esquema 2.
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Esquema 2: Obtencidn de los nuevos andlogos de BRs 49a-e desde el intermedio avanzado 57.

3.1.2 Métodos instrumentales de caracterizaciéon de los compuestos a sintetizar.

Puntos de fusién (PF): Los puntos de fusién seran medidos utilizando el equipo StuartTM
melting point apparatus SMP3, el cual posee un bloque de calefaccién que acomoda 3
tubos capilares. Para el control de temperatura, el aparato cuenta con sensores Pt100. La

calefaccion es programable, con opciones de calentamiento rapido a 10°C/min a unos
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pocos grados del punto de fusién esperado y asi como también cuenta con velocidades de

rampa mas lentas.

Espectros de infrarrojo (IR): Los espectros IR seran registrados en un espectrémetro
Thermo® Nicolet 6700, y se mediran en discos de KBr. Las frecuencias de absorcién

seran expresadas en numero de onda (cm-1).

Espectros de Masas de Alta Resoluciéon (HRMS-ESI), se registraran en un espectrémetro
Bruker Daltonik. El analisis de los productos de reaccién se realizé con los siguientes
parametros relevantes: temperatura seca, 180 °C; Nebulizador 0,4 Bar; Gas seco, 4 L /min;
y voltaje de pulverizacidn, 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-HSQC y 2DHMBC) seran registrados en un espectrometro digital Bruker
Avance NEO 400. Las mediciones seran llevadas a cabo utilizando como solvente
cloroformo deuterado (CDCI3) al 99,8% o metanol deuterado (CD30D) al 99,8%. Los
desplazamientos quimicos (8) serdn expresados en partes por milléon (ppm) y las
constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). Como referencia se utilizara el
desplazamiento quimico de las sefales residuales para los espectros de 1H: 6 CDCI3 = 7,26
ppm, 6 CD30D(1) = 3,30 ppm, 6 CD30D(2) = 4,78 ppm; y las sefiales para los espectros de
13C: § CDCI3 = 77,00 ppm y & CD30D = 49,0 ppm.

3.2 METODOLOGIA ENSAYOS BIOLOGICOS

3.2.1. Ensayo de inclinacién de la ldmina de arroz (ILA)

Para determinar la actividad sobre la elongacion de la lamina de arroz de los analogos de
BRs se utilizaran semillas de arroz (Oryza sativa) variedad Zafiro (un cultivar local de
arroz) 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 tamano ideal para obtener el segundo entrenudo de la lamina, se cortaran los
segmentos de la hoja, que consiste en la segunda lamina foliar (5 cm de largo) y la segunda
ldmina 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 la brasinéida (1) y los

analogos de BRs (10-6, 10-7, 10-8 M) y el control negativo solo llevara agua. Después de
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incubar durante 48 horas a 25°C en oscuridad, la magnitud de la apertura del angulo se
medira entre la hoja y la vaina [57]. (Version modificada [18]). El control positivo

utilizado sera la brasinélida (1) (APE*BIO).

3.2.2 Ensayo del segundo entrenudo del frijol (SEF)

Se germinaran semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L., var. Pinto) durante dos dias y se
plantaran las semillas seleccionadas en macetas que contengan perlita, vermiculita y
sustarto. Las macetas se pondran en una sala de cultivo o cAmara de crecimiento con luz
controlada (25-27 °C, con luz de 48 W/m2, en periodo claro/oscuro de 16h/8h). Se
trataran grupos de ocho plantulas de frijol de 7 dias de edad con segundos entrenudos de
1-2 mm de largo, con diferentes concentraciones de los compuestos. Las medidas se
realizaran después de 5 dias. La diferencia entre la longitud del segundo entrenudo de las

plantas tratadas y de control se usara como una medida de la actividad [53].

La medida sera informada como el promedio de la prolongacién exhibida (en [mm]) #* la
desviacion estandar, para la evaluacion estadistica se utiliza la prueba de t de Student. Se

obtendran datos de n=6-10 repeticiones.

3.2.3 Estudios iniciales de docking molecular.

Para evaluar la actividad potencial de los compuestos objetivo, se realizara un
screening virtual basado en las estructuras de los nuevos andlogos de BRs. Las
coordenadas de rayos X de las proteinas en complejo con sus ligandos se extraen del
Banco de datos de proteinas. Las estructuras PDB se preparan para el acoplamiento
utilizando Protein Preparation Workflow (Maestro Schrodinger, LLC, Nueva York, NY,
2021). El receptor se optimiza usando campos de fuerza OPLS4 antes del estudio Docking.
Los grid se generan utilizando las proteinas preparadas, con las rejillas de acoplamiento
en el centro de cada ligando ubicado en la proteina. Los ligandos se generan y preparan
utilizando LigPrep implementado en Maestro 13.1 Los ligandos se acoplan utilizando el
protocolo de acoplamiento XP sin restricciones y un factor de escala de radio de 0.80 van
der Waals (vdW) y 0,15 corte de carga parcial. Las posturas de ligando generadas se
evalian con funciéon de puntuaciéon empirica. GlideScore, una version modificada de
ChemScore, implementada en Glide [75], se utiliza para estimar la afinidad de unién y

clasificar los ligandos. Glide emodel se utiliza para estimar la pose mejor acoplada para
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cada ligando, asi como Glide Score [76] se utiliza para estimar la afinidad de unién [77].

Los resultados de acoplamiento se ordenan por GlideScore y la mejor clasificacion.

3.4 Materiales y equipos: Sintesis organica

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 sodio anhidro (Na;S04) y/o cloruro de calcio anhidro (CaCly).

Hexano COMERCIAL VIMARONI S.A. (destilacién entre 60° a 80° C).

Acetato de etilo QUIMICA PASSOL (destilacién a77° C).

Diclorometano QUIMICA PASSOL (destilacién a 40° C).

Metanol, 99% pureza, QUIMICA PASSOL procedencia nacional.

Acetato de etilo, técnico, (purificado por destilacién a 77°C).

Hexano, técnico (purificado por destilacion entre 60 a 80° C).

Diclorometano, técnico, (purificado por destilacién a 40°C).

Acetona, técnica, COMERCIAL VIMARONI S.A. (purificada por destilacion a 56,5
°C).

3.5 Insumos

Cromatoplacas de silicagel 60 F254 MERCK.

Silica gel para cromatografia en columna (0,040-0,063 mm), MERCK.
Sulfato de magnesio, fraccionado por Distribuidora Cientifica.
Bicarbonato de sodio, p.a, Merck.

Carbonato de potasio, Merck.

Cloruro de calcio anhidro, Merck.

Sulfato de sodio, Fluka-Garantie.

3.6 Reactivos

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

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

e Anhidrido acético, BDH.

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

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

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

e Piridina, p.a, FLUKA.

e NaHCOs3, Aldrich.

e (Carbonato de potasio 15% p/v.

e Solucion reveladora H2S04 10% v/v.

e Acido clorhidrico 2,5% v/v.

e Acido clorhidrico 10% v/v.

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

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

e Hexacianoferrato de Potasio, Merk.

e Tetraoxido de Osmio, Sigma Aldrich.

3.7 Cromatografia en capa fina

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

una placa calefactora.

3.8 Cromatografia en columna

Se realizaron con Silica gel Merck 60 (0,032 -0,063 mm) o Silica gel 60 Merck
(0,063- 0,2 mm). Los eluyentes fueron mezclas de acetato de etilo y hexano aplicadas en

diferentes gradientes de polaridad y se indican en cada caso.
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3.9 Materiales y equipos: biolégicos

Los materiales y reactivos utilizados para realizar las evaluaciones biolédgicas de los

analogos de BRs se detallan a continuacion:

Como control positivo se utiliz6 el compuesto brasinélida (1), CzsHagOs,
adquirido desde Sigma-Aldrich.

Los fungibles principales fueron materiales de plasticos como placas petri, tubos
eppendorfy falcon y puntas de micropipeta P10, P200 y P1000.

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

Instrumentos: micropipetas, bisturi, transportador.

Los equipos utilizados fueron:

Gabinete de Bioseguridad Marca NUARE.
Camara de crecimiento de plantas (BIOBASE 50L), bajo condiciones controladas
de temperatura, humedad y fotoperiodo.
Lupa estereoscopica Marca Leyca con cdmara fotografica incluida para el registro

de los resultados cualitativos de los dngulos de inclinacién en la ldmina de arroz.

3.10 Abreviaturas y Siglas

Ac;0 :  Anhidrido acético.

AcOEt :  Acetato de etilo.

AcOH . Acido acético.

anh. :  Anhidro.

BRs : Brasinoesteroides.

ccC :  Cromatografia en columna.
CCF :  Cromatografia en capa fina.
DCM :  Diclorometano.

DMAP :  4-dimetil amino piridina.
Et,0 . Eter dietilico.

Hex. :  Hexano.

MeOH :  Metanol.

N: :  Nitrdégeno.

Pi :  Piridina.
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T°amb. :  Temperatura ambiente.
0,2:9,8 - 10:0,0 : Gradientes de polaridad en C.C.
ADE : Agua destilada estéril.

ILA : Inclinacién de la LAmina de Arroz.

3.11 Abreviaturas en resonancia magnética nuclear

RMN :  Resonancia Magnética Nuclear.

9 :  desplazamiento quimico.

ppm :  partes por millon.

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.

2Jyc y3Juc :  acoplamiento escalar heteronuclear H-C a dos y tres enlaces,
respectivamente.

ek, ?Jcr, 3Jcry *Jcr: acoplamiento escalar heteronuclear C-F a uno, dos, tres y cuatro

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 :  Asignacién intercambiable con otro hidrégeno marcado con
asterisco.
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*C :  Asignacién intercambiable con otro carbono marcado con

asterisco.

3.12 Abreviaturas en espectroscopia infrarrojo

IR :  Espectro Infrarrojo.

cm-l : Frecuencia en centimetros a la inversa.

3.13 Abreviaturas en espectrometria de masas

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

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

3.14 Abreviaturas de Acoplamiento Molecular

BRI1: Brassinosteroid Intensitive- 1
BAK1: Proteina destructora del antagonista homélogo bcl-2

PDB: Protein Data Bank
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Capitulo 4 Parte Experimental

4. 1 Sintesis de compuestos

4. 1.1 (20S)-3B-Acetoxi-pregn-5-eno-20-carboxilato de metilo (50)

2,

’//c,,_zo (Z:ZOZH ” CO,CH;

CH,N,/éter
—_—
CH,Cl,

AcO AcO

acido 3p-acetoxi-23,24-bisnorcolénico (16)

En un balén se disolvieron 2,00 g (5,16 mmol) de 16 en 10 mL de CH»Cl,. Se agregé 20
mL de CH2N; y la reaccién se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 1 h.
El monitoreo de la reaccion se realizo6 mediante CCF. Posteriormente, el solvente se
elimino a presién reducida en rotavapor, obteniendo 2,05 g (5,09 mmol) de compuesto
50 (98,6%). Solido incoloro (p.f. = 147,9-152,8 °C (144-146 °C [53]). IRvmax (cm1): 3060
(C=C-H); 2938 (CHz-); 2898 (CH2-); 2848 (CH:-); 1734 (C=0); 1715 (C=0); 1466 (CHz-);
1386 (CHs-); 1262 y 1065 (C-0). tH RMN (400,1 MHz, CDCl3): 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,/ = 10,8 y 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): 8§ (ppm) = 177,30 (C-22); 170,51 (CH3CO); 139,62 (C-
5); 122,47 (C-6); 73,90 (C-3); 56,22 (C-14); 51,31 (OCHz3); 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 (CH3CO); 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 [53].

4.1.2 (20S5)-3B-hidroxi-pregn-5-eno-20-carboxilato de metilo (51)

2

CO,CH; % _CO,CHj,

NaHCO,

CH30H/H,0

50 reflujo 51
AcO HO
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Se prepar6 una solucién del compuesto 50 (2,00 [g]; 4,97 [mmol]) en 210 [mL] de una
solucion 20:1 MeOH-H;0. Posteriormente, se agrego6 1,95 g de NaHCO3 (23,2 mmol) y la
mezcla se llevd a reflujo por 2 h. Una vez finalizada la reaccion, se eliming el solvente a
presiéonreducida y el solido se lavé con CH2Cl; (3 x 20 [mL]). La fase organica resultante se lavo
con una solucién saturada de NaCl, hasta llegar a pH neutro. A la fase organica se le agreg6
MgSO0s, se filtré y se concentré a presién reducida, obteniéndose finalmente 1,67 [g] (4,65
mmol) de compuesto 51 (93,6%). Sélido incoloro (p.f. = 142,3-144,1 2C [141-142 °C], [53]).
IRymax (cm1): 3497-3417 (0-H); 2938 (CHs-); 2896 y 2849 (CHz-); 1735y 1716 (CO0);
1459 (CH2-); 1382 (CHs-); 1274 y 1055 (C-0). *H RMN (400,1 MHz, CDCl3): § (ppm) =
5,34-5,33 (1H, da, J= 5,3 Hz, H-6); 3,64 (3H, s, 0-CH3); 3,55-3,48 (1H, m, H-3); 2,42 (1H,
dc,/ = 10,4y 6,8 Hz, H-20); 2,31-2,19 (2H, m, H-4); 2,00-1,19 (2H, m, H-7 y H-12), 1,86-
1,82 (2H, m, H-2 y H-1), 1,18 (3H, d, ] = 6,9 Hz, H-21); 1,00 (3H, s, H-19); 1,00-0,91 (1H,
m, H-9); 0,69 (3H, s, H-18). 13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 177,36 (CH3CO);
140,71 (C-5); 121,51 (C-6); 71,70 (C-3); 56,29 (C-14); 52,83 (C-17); 51,31 (OCHs); 50,01
(C-9); 42,44 (C-20); 42,37 (C-13); 42,22 (C-4); 39,50 (C-12); 37,20 (C-1); 36,45 (C-10);
31,85 (C-8); 31,77 (C-7); 31,58 (C-2); 27,12 (C-16); 24,29 (C-15); 20,98 (C-11); 19,35 (C-
19); 17,08 (C-21); 11,98 (C-18).

4.1.3 (20S5)-3B-(4-toluennsulfoniloxi)-pregn-5-eno-20-carboxilato de metilo (52)

2 2

COzCHs //Il"'. COch3

TsClI
—_—
piridina

HO TsO

Se disolvid 1,0 g (2,49 mmol) de 51 en 30 mL de piridina. Se agreg6 4,03 g de Cloruro de
Tosilo (21,1 mmol) y 161 mg (1,31 mmol) de DMAP. La mezcla se agit6 por 15ha45°Cy
el avance de la reaccion se monitore6 por CCF. Posteriormente, la mezcla de reaccién fue
extraida en CH:Cl; y lavada con una solucién acuosa al 5% HC], seguida de una solucién
saturada de NaCl hasta obtener un pH neutro. A la fase organica se le agreg6 MgS0.4, se
filtré y se concentré a presidn reducida, para finalmente obtener 1,19 g (2,31 mmol) de
compuesto 52 (92,9%). Sélido incoloro (p.f. = 127,3-128,1 °C (140-142 °C [53]). IRvmax
(cm-1): 2944 (C=C-H); 2902 (CHs-); 2852 (CHz-); 1734 (C=0); 1458 (CH2-); 1363 (CHs-);
1257 y 1053 (C-0). tH RMN (400,1 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 7,78 (2H, da, J = 8,3, H-2");
7,31 (2H, da, ] = 8,3, H-3’); 5,28 (1H, da, ] = 5,3, H-6); 4,34-4,26 (1H, m, H-3); 3,62 (3H, s,
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0-CHa); 2,43 (3H, s, Ar-CHs); 2,45-2,36(2H, m, H-4 y H-20); 2,25 (1H, ddd, J = 13,2; 5,4 y
1,7 Hz, H-4); 1,96-1,89 (2H, m, H-1 y H-12); 1,81-1,77 (2H, m, H-2 y H-7); 1,73-1,63 (2H,
m, H-16 y H-2), 1,60-1,51 (2H, m, H-15 y H-17), 1,16 (3H, d, ] = 6,9 Hz, H-21); 0,95 (3H, s,
H-19); 0,89 (1H, ddd,/ = 11,2, 11,2 y 5.4 Hz, H-9); 0,66 (3H, s, H-18). 13C RMN (100,6 MHz,
CDCls): § (ppm)= 177,25 (CHsCO); 144,37 (C-1'); 138,77 (C-5); 134,58 (C-4'); 129,69 (C-
3); 127,57 (C-2); 123,30 (C-6); 82,22 (C-3); 56,14 (C-14); 52,75 (C-17); 51,28 (OCH3);
49,75 (C-9); 42,36 (C-20); 42,30 (C-13); 39,34 (C-12); 38,77 (C-4); 36,79 (C-7); 36,26 (C-
10); 31,67 (C-1); 31,66 (C-8); 28,53 (C-2); 27,04 (C-16); 24,21 (C-15); 21,58 (Ar-CHa);
20,84 (C-11); 19,07 (C-19); 17,04 (C-21); 11,92 (C-18).

4. 1.4 (20S5)-6b-hidroxi-3a,5-ciclo-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (53)

CO,CH,4 CO,CH3

AcOK
acetona/H,0

reflujo

52
TsO

Se agreg6 Acetato de Potasio (5,47 g, NN mmol) a una solucién de tosilato 52 (3,00 g, 5,83
mmol) en acetona (140 mL) y agua (40 mL), y la reaccion se agit6 a reflujo por 7 h. Luego,
el exceso de acetona fue removido a presion reducida y la mezcla residual fue redisuelta
en 100 mL de CH;Cl; y extraida 2 veces con 100 mL de solucién saturada de NaCl. La fase
organica se sec6 con MgS0, y el solvente se elimind en el rotavapor. El residuo fue
redisuelto en 3 [mL] de CH:Cl;, mezclado con gel de silice y cromatografiado en silica gel
con mezclas de AcOEt/hexano de polaridad creciente (0,2:9,8 — 3,0:7,0), obteniéndose
finalmente 1,19 [g] (3,30 mmol) del compuesto 53 (56,7%). Sélido incoloro (p.f. = 125,8-
127,0 °C). IRymax (cm-1): 3489-3442 (0-H); 2934 (CHs-); 2869 (CH»-); 2851 (CHz-); 1739
(C=0); 1458 (CH2-); 1372 (CHz-); 1253 y 1057 (C-0O). tH RMN (400,1 MHz, CDCl3): &
(ppm) = 3,64 (3H, s, 0-CHz3); 3,25 (1H, ta, J = 2,8 Hz, H-6); 2,47-2,39 (1H, m, H-20); 1,92
(1H, dt, J = 12,3y 3,3 Hz, H-12); 1,18 (3H, d, ] = 6,9, H-21); 1,05 (3H, s, H-19); 0,90-0,81
(2H, m, H-1y H-9); 0,73 (3H, s, H-18); 0,52 (1H, ta, ] = 4,4 Hz H-4¢em); 0,29 (1H,dd, /= 8,1
y 4,9 H-4 trans/gem). 133C RMN (100,6 MHz, CDCl3): 8 (ppm)= 177,41 (CH3CO); 73,65 (C-6);
56,02 (C-14); 53,01 (C-17); 51,29 (OCHa3); 47,58 (C-9); 42,86 (C-10); 42,79 (C-13); 42,41
(C-20); 39,91 (C-12); 38,84 (C-5); 37,04 (C-7); 33,18 (C-1); 29,86 (C-8); 27,19 (C-16);
24,97 (C-2); 24,22 (C-3); 24,22 (C-15); 22,60 (C-11); 20,18 (C-19); 17,09 (C-21); 12,33
(C-18); 11,56 (C-4).
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4.1.5 (20S5)-6-0x0-3a,5-ciclo-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (54)

CO,CH;

PCC

CH,Cl,/acetona

Se agregaron 2,5 mL de reactivo de Jones a una solucion del hidroxi éster 53 (0,47 g, 1,30
mmol) en acetona (50 mL) a 0°C. La reaccién se mantuvo en agitaciéon a 0°C durante 20
miny el exceso de reactivo de Jones fue neutralizado con 5 mL de isopropanol. La acetona
fue removida a presion reducida y el residuo se disolvié en CH2Cl; y se lavd con agua
(2x50 mL). La fase organica se sec6 con MgSO. y el solvente fue eliminado en rotavapor.
El crudo de reaccién fue redisuelto en 3 mL de CH:Cl;, mezclado con gel de silice y
cromatografiado en silica gel con mezclas de AcOEt/hexano de polaridad creciente
(0,2:9,8 = 1,0:9,0), obteniéndose finalmente 0,33 g (0,92 mmol) del compuesto 54 (70,8
%). Sélido incoloro (p.f.=111,0-112,9°C(112,8-113,0 °C) [53]). IRumax (cm-1): 2945 (CH3-
); 2871 (CH2-); 1736 (C=0); 1687 (C=0); 1458 (CHz-); 1368 (CHs-); 1257 y 1052 (C-0).1H
RMN (400,1 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 3,64 (3H, s, 0-CHz3); 2,47-2,37 (2H, m, H-20 y H-7);
1,97 (1H,dt,J=12,5y 3,3 Hz, H-12); 1,19 (3H, d, / = 6,7, H-21); 0,99 (3H, s, H-19); 1,03-
0,85 (1H, m, H-1); 0,72 (3H, s, H-18); 0,72-0,70 (1H, m, H-4). 13C RMN (100,6 MHz, CDCl3):
6 (ppm)= 209,35 (C-6); 177,15 (CH3CO); 56,49 (C-14); 52,74 (C-17); 51,84 (OCHz); 46,67
(C-10); 46,25 (C-5); 45,97 (C-9); 44,64 (C-7); 42,72 (C-13); 42,32 (C-20); 39,42 (C-12);
35,31 (C-3); 34,71 (C-8); 33,42 (C-1); 27,03 (C-16); 25,84 (C-2); 24,04 (C-15); 22,74 (C-
11); 19,63 (C-19); 17,06 (C-21); 12,15 (C-18); 11,63 (C-4).

4. 1.6 (20S)-6-Oxo0-5a-pregn-2-eno-20-carboxilato de metilo (55)

CO,CH,

DMF/LiBr
reflujo

Se afiadi6 Tosilato de piridinio (59 mg, 0,24 mmol) y Bromuro de litio (67 mg, 0,78 mmol)
a una soluciéon de 54 (467 mg, 1,30 mmol) en N, N-dimetilacetamida (15 mL). La mezcla

de reaccion se calent6 a 160 °C bajo atmédsfera de Nitrégeno por 4 h. Posteriormente, se
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agreg6 una porcion de Tosilato de piridinio (116 mg, 0,46 mmol) y Bromuro de litio (130
mg, 1,50 mmol) a la mezcla de reaccion y la reaccidn continud a reflujo por 6 h. La mezcla
se llevé a temperatura ambiente y la mezcla se redisolvié en dietil éter (50 mL) y lavada
con agua (2x50 mL). La fase organica se secd con MgS0.4 y el solvente fue eliminado en
rotavapor. El crudo de reaccion fue redisuelto en 3 mL de CH2Cl;, mezclado con gel de
silice y cromatografiado en silica gel con mezclas de AcOEt/hexano de polaridad creciente
(0,2:9,8 = 2,0:8,0), obteniéndose finalmente 0,23 g (0,66 mmol) del compuesto 55 (50,7
%). Sélido incoloro (p.f. = 138,5-139,9 °C (149-150°C [53]). IRymax (cm1): 3023 (C=C-H);
2969 y 2903 (CHs-); 2871 y 2841 (CH2-); 1729 (C=0); 1706 (C=0); 1656 (C=C); 1448
(CH2-); 1367 (CH3-); 1279y 1023 (C-0). tH RMN (400,1 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 5,69-5,65
(1H, m, H-3); 5,58-5,53 (1H, m, H-2); 3,63 (3H, s, 0-CHz3); 2,46-2,38 (1H, m, H-20); 2,36-
2,31 (2H, m, H-7 y H-9); 2,28-2,20 (1H, m, H-1); 1,19 (3H, d, / = 6,8 Hz, H-21); 1,16-1,05
(1H, m, H-15); 0,70 (3H, s, H-19); 0,68 (3H, s, H-18). 33C RMN (100,6 MHz, CDCl3): § (ppm)
= 211,70 (C-6); 177,15 (CH3CO); 124,92 (C-3); 124,42 (C-2); 56,26 (C-14); 53,77 (C-9);
53,27 (C-5); 52,76 (C-17); 51,35 (OCH3s); 46,85 (C-7); 42,82 (C-13); 42,30 (C-20); 39,96
(C-10); 39,28 (C-12); 39,21 (C-4); 37,59 (C-8); 26,92 (C-16); 23,95 (C-15); 21,66 (C-1);
21,01 (C-11); 17,06 (C-21); 13,46 (C-19); 12,07 (C-18).

4.1.7 (20S)-6,6-etilenodioxy-5a-pregn-2-eno-20-carboxilato de metilo (56)

P
%, %,

CO,CH;, CO,CH;

HO OH
—_—
p-TsOH
reflujo

A una solucién de alqueno 55 (0,500 mg, 1,39 mmol) se le agregé etilenglicol (1,7 mL,
30,4 mmol) y p-TsOH (116 mg, 0,67 mmol). La reaccion se agité a reflujo por 2,5 h usando
una trampa de Dean-Stark y el avance de la reaccién se monitored por CCF. Una vez
finalizada la reaccion, la mezcla se llevo a temperatura ambiente y se agregé 40 mL de
una solucidn saturada de NaHCOs3. Posteriormente, la mezcla fue extraida en AcOEt (2x50
mL), lavada con solucién saturada de NaCl (2x50 mL), la fase organica se secd con MgSO.
y el solvente fue eliminado en rotavapor, obteniéndose finalmente 0,54 g (1,34 mmol) del
compuesto 56 (96,4 %). Solido incoloro (p.f. = 149,8-152,5 °C). IRymax (cm-1): 3020 (C=C-
H); 2938 (CH3-); 2872 (CHz-); 1737 (C=0); 1458 (CH:-); 1380 (CH3-); 1276 y 1042 (C-0).
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1H RMN (400,1 MHz, CDCls): § (ppm) = 5,60-5,57 (1H, m, H-3); 5,48-5,44 (1H, m, H-2);
3,91-3,80 (3H, m, cetal); 3,73-3,68 (1H, m, cetal); 3,57 (3H, s, 0-CHs); 2,39-2,31 (1H, m, H-
20); 1,70 (1H, dd J = 12,8 y 3,5 Hz, H-7); 1,12 (3H, d, ] = 6,8 Hz, H-21); 0,95 (1H, dd, J =
12,6 Hz, H-7 3); 0,80 (3H, s, H-19); 0,72 (1H, td, ] = 11,7 y 4,4 Hz, H-9); 0,63 (3H, s, H-18).
13C RMN (100,6 MHz, CDCls): § (ppm) = 177,02 (CHsCO); 125,49 (C-3); 124,54 (C-2);
109,70 (C-6); 65,38 (cetal); 63,90 (cetal); 55,36 (C-14); 53,22 (C-9); 52,74 (C-17); 51,10
(OCHs); 47,87 (C-5); 42,42 (C-13); 42,25 (C-20); 41,04 (C-1); 40,97 (C-7); 39,37 (C-12);
35,0 (C-10); 33,16 (C-8); 26,87 (C-16); 24,03 (C-15); 21,23 (C-4); 20,64 (C-11); 16,91 (C-
21); 13,39 (C-19); 11,96 (C-18).

4.1.8 (205)-22-hydroxy-5a-pregn-2-ene-23,24-dinor-6-ona (57)

7, 7,

CO,CH;

1) LIAIH4/THF
—_—

2) H30*/H,0

A una solucién del éster 56 (1,0 g, 2,48 mmol) en THF (65 ml) se adiciond una solucion
de LiAlH4 (22 mL, 2 M) en THF. La mezcla de reaccion se agito de forma constante a
temperatura ambiente durante 90 minutos. Seguidamente se trat6 con 60 mL de acetato
de etilo frio para eliminar el reductor en exceso. Luego se adiciond a la mezcla 30 mL de
HCI (5%) y se agitd vigorosamente por 1 hora. La fase organica de AcOEt se lav6 con agua
(3x 20 mL), se sec6 con MgS04, se filtr6 y se evaporo6 al vacio a sequedad. El crudo de
reaccidn se purificd por cromatografia en columna usando silica gel con una mezcla
hexano/AcOEt (7:3) como eluyente. Se obtuvieron 0,75 g, (2,27 mmol, 91,5 %) del
compuesto 57, como un soélido incoloro (p.f. = 169,3-172,5 °C, [73]). IRumax (cm1): 3510
(0-H); 3022 (C=C-H); 2964 y 3940 (CHsz-); 3905 y 2829 (CH2-); 1693 (C=0); 1659 (C=C);
1457 (CH2-); 1379 (CH3-); 1252 y 1055 (C-0). tH RMN (400,1 MHz, CDCl3): 8 (ppm) =
5,70-5,66 (1H, m, H-3); 5,58-5,54 (1H, m, H-2); 3,63 (1H, dd, /= 10,5y 3,2 Hz, H-22a); 3,37
(1H, dd, J = 10,5y 6,8 Hz, H-22b); 2,37-2,33 (2H, m, H-7 y H-5); 2,29-2,20 (1H, m, H-4);
1,87-1,77 (1H, m, H-16); 1,76-1,69 (1H, m, H-8); 1,05 (3H, d, ] = 6,6 Hz, H-21); 0,70 (3H, s,
H-19); 0,69 (3H, s, H-18). 13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 211,96 (C-6); 124,91
(C-3); 124,47 (C-2); 67,80 (C-22); 56,44 (C-14); 53,80 (C-5); 53,33 (C-9); 52,31 (C-17);
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46,94 (C-7); 42,86 (C-13); 39,99 (C-10); 39,31 (C-12); 39,29 (C-1); 38,59 (C-20); 37,68
(C-8); 27,48 (C-16); 24,01 (C-15); 21,68 (C-4); 21,06 (C-11); 16,70 (C-21); 13,47 (C-19);
11,97 (C-18).

4.1.9 (20S5)-2a, 3a, 22-trihidroxi-5a-pregn-6-ona (58)

OH

DHQD-CLB, CH3SO,NH,,K,c0;  HO,

K3[Fe(CN)g], OsOy4
t-BuOH/H,0

HO""
o) 0

A una soluciéon del alqueno 57 (0,50 g, 1,51 mmol); en t-BuOH/H20 1:1 (30 mL), se le
agregaron DHQD-CLB (0,18 g, 0,39 mmol); CH3SO:NH> (0,26 g, 2,73 mmol); K2CO3 (1,15
g, 8,32 mmol); K3[Fe(CN)¢] (2,89 g, 8,78 mmol). Posteriormente se le adiciond tetraéxido
de osmio (0s04) en t-BuOH (1 g por 20 mL). La mezcla de reaccién se dejé en agitacién a
temperatura ambiente durante 36 horas. Finalizado este tiempo, se agregd una solucién
saturada de sulfito de sodio (Na;S03) y se dej6 en agitacion durante otros 30 minutos.
Seguidamente la mezcla de reaccidn se extrajo con AcOEt (2 x 15 mL), la fase organica se
lavé con agua (2 x 20 mL), se sec6 sobre MgSO0y, se filtré y se concentro6 en rotavapor. El
crudo de reaccién se purifico por cromatografia en columna usando silica gel y se eluyo
por gradiente de polaridad usando una mezcla de solventes Hexano/AcOEt/MeOH (6:4:0
— 4.8:4.8:0.4). Se obtuvieron 0,39 g (70,9 %) del compuesto 58, como un sélido incoloro
(p.f. = 216,7-221,2 °C). IRymax (cm1): 3472 (0-H); 2977 y 2949 (CHs-); 2902 y 2864 (CH»-
); 1719 (C=0); 1584 (C=C); 1470 (CH2-); 1393 (CHs-); 1106 y 1055 (C-O). tH RMN (400,1
MHz, MeOD): § (ppm) = 3,95 (1H, da, J = 2,8 Hz, H-3); 3,66 (1H, ddd, J=11,7,4,7 y 3,1 Hz,
H-2); 3,57 (1H, dd, J = 10,7 y 3,1 Hz, H-22a); 3,26 (1H, dd,J = 10,7 y 7,1 Hz, H-22b); 2,73
(1H,dd,J=12,2y 3,4 Hz, H-5); 2,21 (1H, dd, = 13,1 y 4,8 Hz, H-7 «); 2,14-2,07 (2H, m, H-
7y H-12);1,94-1,86 (1H, m, H-16); 1,18-1,10 (1H, m, H-15); 1,05 (3H, d,/ = 6,5 Hz, H-21);
0,77 (3H, s, H-19); 0,73 (3H, s, H-18). 13C RMN (100,6 MHz, MeOD): § (ppm) = 215,11 (C-
6); 69,58 (C-3); 69,23 (C-2); 67,96 (C-22); 57,73 (C-14); 55,19 (C-9); 53,88 (C-17); 52,18
(C-5); 47,63 (C-7); 44,30 (C-13); 43,72 (C-10); 41,10 (C-1); 40,76 (C-12); 40,24 (C-20);
39,27 (C-8); 28,73 (C-16); 27,95 (C-4); 25,19 (C-15); 22,43 (C-11); 17,43 (C-21); 13,98
(C-19); 12,56 (C-18). HRMS-ESI (modo positivo): m/z calculado para C2;H3604: 365,2616
[M+H]*; encontrado 365,2700 [M + H]*.
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4.1.10 Sintesis de (20S)-22-benzoato de 6-oxo-5a-pregn-2-eno (59a-c)

DMAP/piri.
CH,Cl,

Procedimiento general: El compuesto 57 fue disuelto en CH:Cl; y piridina.
Posteriormente fueron adicionados DMAP y el correspondiente cloruro de acilo (p/o-
PhCOCI), este ultimo se adicion6 lentamente y con agitacién a temperatura ambiente. El
final de la reaccion fue verificado por CCF (en promedio 2 h), luego el volumen del
solvente fue reducido hasta aproximadamente 10 mL, y entonces se adicion6 EtOAc (30
mL). La fase Organica fue Lavada con KHSO4 5% (2 x 15 mL) y agua (2 x 15 mL), secada
sobre Na;SO4 anh. y filtrada. El solvente fue removido por destilacién en rotavapor. El
crudo fue re disuelto en CH»Cl; (3 mL) y purificado por CC en silica gel con mezcla de

hexano/AcOEt. (9:1).

4.1.11 (20S)-22-benzoato de 6-0xo0-5a-pregn-2-eno (59a)

DMAP/piri.
CH,Cl,

o

Compuesto 57 (0,500 g, 1,51 mmol), CH2Cl; (70 mL), piridina (1,2 mL), DMAP (50 mg),
PhCOCI (0,83 mL, 3,04 mmol). El compuesto 59a (0,56 g, 1,29 mmol, 85,4%) como un
sélido incoloro (p.f. = 133,2-134,1 °C). IRvmax (cm-1): 3023 (C=C-H); 2942 y 2904 (CHs-);
2870 (CHz-); 1713 (C=0); 1656 (C=C); 1601 (C=C Ar); 1451 (CH:-); 1388 (CH3-); 1110y
1070 (C-0). TH RMN (400,1 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 8,04 (2H, d, / = 8,4 Hz, H-2" y H-6);
7,56 (1H, tt,J = 7,6 y 1,5 Hz, H-4"); 7,44 (2H, ta, ] = 7,6 Hz, H-3"); 5,71-5,66 (1H, m, H-3);
5,59-5,55 (1H, m, H-2); 4,31 (1H, dd, /= 10,7 y 3,5 Hz, H-22a); 4,06 (1H,dd, /=10,7y 7,1
Hz, H-22b); 2,38-2,33 (2H, m, H-7 y H-5); 2,30-2,21 (1H, m, H-4); 1,96-1,85 (2H, m, H-16
y H-20); 1,80-1,71 (1H, m, H-8); 1,66-1,55 (2H, m, H-11 y H-15); 1,19-1,08 (1H, m, H-15);
1,13 (3H,d,J = 6,7 Hz, H-21); 0,73 (3H, s, H-18); 0,72 (3H, s, H-19). 13C RMN (100,6 MHz,
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CDCls): 8 (ppm) = 211,82 (C-6); 166,68 (COAr); 134,81 (C-4"); 130,49 (C-1'); 129,48 (C-2’
y C-6"); 128,33 (C-3"y C-5"); 124,95 (C-3); 124,45 (C-2); 69,83 (C-22); 56,41 (C-14); 53,80
(C-5); 53,33 (C-9); 52,82 (C-17); 46,91 (C-7); 42,99 (C-13); 39,97 (C-10); 39,32 (C-1);
39,32 (C-12); 37,66 (C-8); 35,95 (C-20); 27,53 (C-16); 24,02 (C-15); 21,66 (C-4); 21,08
(C-11); 17,32 (C-21); 13,48 (C-19); 11,99 (C-18).

4.1.12 (20S)- 22-(4-fluoro)-benzoato de 6-oxo-5a-pregn-2-eno (59b)

DMAP/piri.
CH,Cl,

(o] (0]

Compuesto 57 (0,30 g, 0,91 mmol), CH:Cl; (45 mL), piridina (0,75 mL), DMAP (50 mg), 4-
FPhCOCI (0,74 mL, 6,26 mmol). El compuesto 59b (0,30 g, 0,66 mmol, 72,5%) fue
obtenido como un sélido incoloro (p.f. = 140,3-141,6 °C). IRvmax (cm1): 3026 (C=C-H);
2942 (CHs3-); 2903y 2870 (CH2-); 1712 (C=0); 1603 (C=C); 1388 (CH3-); 1111y 1090 (C-
0).1H RMN (400,1 MHz, CDCI3): 6 (ppm) = 8,05 (2H, dd, /= 8,8y 5,4 Hz, H-2’y H-6"); 7,11
(2H,t,J=8,7 Hz, H-3’ y H-5"); 5,71-5,66 (1H, m, H-3); 5,59-5,55 (1H, m, H-2); 4,30 (1H, dd,
J=10,7 y 3,4 Hz, H-22a); 4,05 (1H, dd, J = 10,7 y 7,2 Hz, H-22b); 2,38-2,33 (2H, m, H-7 y
H-5);2,30-2,21 (1H, m, H-4); 1,94-1,83 (2H, m, H-16 y H-20); 1,80-1,71 (1H, m, H-8); 1,66-
1,55 (2H, m, H-11 y H-15); 1,19-1,08 (1H, m, H-15); 1,12 (3H, d, / = 6,6 Hz, H-21); 0,73
(3H, s, H-18); 0,71 (3H, s, H-19). 13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): § (ppm) = 211,80 (C-6);
165,72 (COAr); 165,67 (d, Yrc = 253,7 Hz,C-4"); 131,99 (d, 3/rc =9,1 Hz, C-2'y C-6'); 126,71
(d, Yrc= 2,7 Hz, C-1'); 124,95 (C-3); 124,44 (C-2); 115,47 (d, 2Jec = 21,9 Hz, C-3" y C-5);
69,97 (C-22); 56,40 (C-14); 53,80 (C-5); 53,32 (C-9); 52,81 (C-17); 46,90 (C-7); 42,99 (C-
13); 39,97 (C-10); 39,32 (C-1); 39,32 (C-12); 37,65 (C-8); 35,93 (C-20); 27,53 (C-16);
24,01 (C-15); 21,69 (C-4); 21,07 (C-11); 17,30 (C-21); 13,48 (C-19); 11,98 (C-18).

4.1.13 (20S)- 22-(2-fluoro)-benzoato de 6-oxo-5a-pregn-2-eno (59c)

2 %, (0]

DMAP/piri.
CH,Cl,
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Compuesto 57 (0,30 g; 0,90 mmol), CH2Cl>(25 mL), piridina (1,0 mL), DMAP (3 mg), 2-
FPhCOCI (0,4 mL; 3,28 mmol). El compuesto 59¢ (0,27 g, 0,59 mmol, 65%) fue obtenido
como un sélido incoloro (p.f. = 124,4 - 125,6 °C). IRymax (cm1): 3072 (C=C-H); 2944 (CHs-
); 2902 y 2869 (CHz-); 1723 (C=0); 1710 (C=C); 1612 (C=C); 1392 (CH3-); 1304 y 1134
(C-0); 763 (C=C-H). tH RMN (400,1 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 7,94 (1H,dd,/=7,7y 1,5 Hz,
H-6"); 7,55-7,49 (1H, m, H-4’); 7,21 (1H,t,J = 7,7 Hz, H-5"); 7,14 (1H, dd, /] = 10,5 y 8,9 Hz,
H-3"); 5,70-5,67 (1H, m, H-3); 5,59-5,55 (1H, m, H-2); 4,33 (1H, dd, / = 10,7 y 3,2 Hz, H-
22a); 4,08 (1H, dd, J =10,7 y 6,9 Hz, H-22b); 2,38-2,33 (2H, m, H-5y H-7a); 1,31 (3H, d,J
= 6,4 Hz, H-21); 0,72 (3H, s, H-18); 0,71 (3H, s, H-19). 13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): 6
(ppm) = 211,89 (C-6); 164,71 (d, 3Jcr = 3,4 Hz, COAr); 163,98 (d, Ycr = 151.2 Hz, C-27);
134,33 (d, 3/cr = 8,9 Hz, C-4"); 132,09 (C-6"); 124,95 (C-3); 124,47 (C-2); 123,91 (d, ¥cr =
3,7 Hz, C-5"); 118,96 (d, ?/cr = 9,7 Hz, C-1"); 116,97 (d, %Jcr = 22,5 Hz, C-3’); 70,29 (C-22);
56,41 (C-14); 53,81 (C-5); 53,32 (C-9); 52,57 (C-17); 46,92 (C-7); 42,94 (C-13); 39,98 (C-
10); 39,32 (C-1); 39,29 (C-12); 37,67 (C-8); 35,83 (C-20); 27,48 (C-16); 24,00 (C-15);
21,69 (C-4); 21,07 (C-11); 17,24 (C-21); 13,48 (C-19); 11,98 (C-18).

4.1.14 Sintesis de (20S)-22-benzoato de 2, 3a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49a-c)

HO,,

DHQD-CLB, CH3S0,NH,,K,CO,

R R
59a:R=H K3[Fe(CN)g], 0sO4 49a: R=H
59b: R = 4-F +-BUuOH/H,0 HOY 49b: R = 4-F
o 59c: R=2-F o 49¢c: R = 2-F

Procedimiento general para la dihidroxilaciéon de Sharpless [54, 57]: A una solucion de
los alquenos (59a-c), hidroquinidina 4-cloro-benzoato (DHQD-CLB), metanosulfonamida
(CH3SO2NH3), carbonato de potasio (K.COs3), y ferricianida de potasio (K3[Fe(CN)s]) en
una mezcla de t-butanol y agua (1: 1 v/v), se le adiciono tetraéxido de osmio (0s04) en t-
butanol (1 g por 20 mL). La mezcla de reacciéon se dej6é en agitacion a temperatura
ambiente durante 36 horas. Finalizado este tiempo, se agregd una solucién saturada de
sulfito de sodio (Na;S03) y se dejé en agitacion durante otros 30 minutos. Seguidamente
la mezcla de reaccién se extrajo con AcOEt (2 x 15 mL), la fase organica se lavo con agua
(2 x 20 mL), se sec6 sobre MgSO0s, se filtré y se evaporo al vacio el solvente. El crudo de
reaccidon se purificé por cromatografia en columna usando silica gel y se eluyo por

gradiente usando una mezcla de solventes Hexano/AcOEt/MeOH (6:4:0 — 4.8:4.8:0.4), se
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colectaron las fracciones que contenian el producto y se obtuvieron los nuevos analogos

dihidroxilados deseados de acuerdo con lo descrito a continuacion.

4.1.15 (20S)-22-benzoato de 2 o, 3a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49a)

0 o]

DHQD-CLB, CH3SO,NH,,K,CO;

HO,,
K3[Fe(CN)g], OsO,4

t-BuOH/H,O
HO""

(o)

Alqueno 59a (0,20 g, 0,46 mmol); DHQD-CLB (0,06 g, 0,13 mmol); CH3SO:NH; (0,099 g,
1,04 mmol); K>CO3 (0,36 g, 2,61 mmol); K3[Fe(CN)s] (0,88 g, 2,67 mmol); 0s04 (0,25 mL,
0,05 mmol). Compuesto 49a (0,194 g, 0,414 mmol, 90%) se obtuvo como un s6lido
incoloro (p.f. = 177,7-181,6 °C). IRymax (cm1): 3384 (O-H); 2942 (CH3-); 2866 y 2825
(CH2-); 1716 (C=0); 1601 (C=C); 1451 (CH2-); 1388 (CH3-); 1112y 1070 (C-0). tH-RMN
(400.1 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 8,02 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2"); 7,54 (1H, ta, /] = 7,4 Hz, H-4’);
7,42 (2H,t,] =7,7 Hz, H-3'); 4.29 (1H, dd, J = 10,7 y 3,4 Hz, H-22a); 4,05-4,01 (2H, m, H-2
y H-22b); 3,72 (1H, dt, ] = 10.7y 3,8 Hz, H-3); 2,78 (2H, sa, 2xOH); 2,66 (1H,dd, /= 12,6 y
2,9 Hz, H-5); 2,27 (1H, dd, = 13,1y 4,5 Hz, H-7a); 1,15-1,04 (1H, m, H-15); 1,10 (3H, d,J
= 6,6 Hz, H-21); 0,73 (3H, s, H-19); 0,69 (3H, s, H-18). 13C-RMN (100,6 MHz, CDCl3): §
(ppm) = 212,21 (C-6); 166,71 (COAr); 132,81 (C-4’); 130,32 (C-1"); 129,41 (C-2"); 128,29
(C-37; 69,77 (C-22); 68,24 (C-3); 68,14 (C-2); 56,22 (C-14); 53,53 (C-9); 52,68 (C-17);
50,66 (C-5); 46,59 (C-7); 43,03 (C-13); 42,45 (C-10); 40,01 (C-1); 39,14 (C-12); 37,56 (C-
8); 35,83 (C-20); 27,44 (C-16); 26,24 (C-4); 23,94 (C-15); 21,08 (C-11); 17,24 (C-21);
13,46 (C-19); 12,00 (C-18). HRMS-ESI (modo positivo): m/z calculado para C29H400s:
469,2876 [M +H]* encontrado 469,2917 [M + H]*.

4.1.16 (20S)- 22-(4-fluoro)-benzoato de 2 o, 3a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49b)

o o

DHQD-CLB, CH3SO,NH,,K,CO5

HO,,
K3[Fe(CN)gl, OsO4

F +-BUOH/H,0
Ho™"

(0}

Compuesto 59b (0,30 g, 0,66 mmol); DHQD-CLB (0,08 g, 0,17 mmol); CH3SO2NH: (0,14 g,
1,47 mmol); K2CO3 (0,52 g, 3,76 mmol); K3[Fe(CN)s] (1,27 g, 3,86 mmol); 0s04 (0,36 mL,
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0,07 mmol). Compuesto 49b (0,27 g, 0,56 mmol, 84,9%) se obtuvo como un sélido
incoloro (p.f. = 186,5-187,2 °C). IRymax (cm1): 3518 y 3407 (0-H); 2969 y 2942 (CHs-);
2894 y 2849 (CHz-); 1712 (C=0); 1604 (C=C); 1389 (CH3-); 1109 y 1059 (C-0). tH-RMN
(400,1 MHz, CDCI3): 6 (ppm) = 8,05 (2H,dd, J=9,0 y 5,5 Hz, H-2"); 7,11 (2H,dd,J=9.0 y
8,5 Hz, H-3"); 4,30 (1H, dd, = 10,7 y 3,3 Hz, H-22a); 4,06-4,02 (2H, m, H-2 y H-22b); 3,77
(1H,dt,J=11,5y 3,9y Hz, H-3); 2,68 (1H, dd,J = 12,5y 3,1 Hz, H-5); 2,30 (1H, dd, / = 13,2
y 4,5 Hz, H-7a); 1,18-1,07 (1H, m, H-15); 1,12 (3H, d, / = 6,6 Hz, H-21); 0,76 (3H, s, H-19);
0,71 (3H, s, H-18). 13C-RMN (100,6 MHz, CDCl3): § (ppm) = 211,92 (C-6); 165,77 (COAr);
165,70 (d, Yer= 273,7 Hz, C-4’); 132,01 (d, 3/cr = 9,2 Hz, C-2'); 126,69 (d, */cr = 2,8 Hz, C-
1); 115,.05 (d, ¥Jcr = 22,1 Hz, C-3’); 69,96 (C-22); 68,36 (C-3); 68,25 (C-2); 56,32 (C-14);
53,64 (C-9); 52,77 (C-17); 50,69 (C-5); 46,68 (C-7); 43,13 (C-13); 42,53 (C-10); 40,16 (C-
1); 39,23 (C-12); 37,63 (C-8); 35,93 (C-20); 27,54 (C-16); 26,27 (C-4); 24,02 (C-15); 21,16
(C-11); 17,30 (C-21); 13,54 (C-19); 12,07 (C-18). HRMS-ESI (modo positivo): m/z
calculado para C29H39FOs: 487,2782 [M + H]*; encontrado 487,2851 [M + H]*.

4.1.17 (20S)-22-(2-fluoro) benzoato de 2 o, 3 a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49c)

o o
F

DHQD-CLB, CH3S0,NH,,K,CO;4

HO,,
K3[Fe(CN)gl, OsOy4 ",

t-BUOH/H,0
HO""

o

Compuesto 59¢ (0,30 g, 0,66 mmol); DHQD-CLB (0,065 g, 0,17 mmol); CH3SO.NH (0,14
g, 1,47 mmol); K2CO3 (0,52 g, 3,76 mmol); Ks[Fe(CN)¢] (1,27 g, 3,86 mmol); 0s04 (0,36
mL, 0,07 mmol). Compuesto 49c (0,26 g, 0,53 mmol, 82,5%) se obtuvo como un sélido
incoloro (p.f. = 222,4 - 224,4 °C). IRymax (cm1): 3414 (0-H); 2945 (CHs-); 2891 y 2863
(CHz-); 1732 (C=0); 1705 (C=0); 1612 (C=C); 1460 (CH:-); 1383 (CH3-); 1131y 1080 (C-
0); 765 (C=C-H). tH-RMN (400,1 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 7,96 (1H,dd, /= 7,6 y 1.8 Hz, H-
6");7,57-7,51 (1H, m, H-4); 7,23 (1H,dd, /= 7,6 y 1,0 Hz, H-5"); 7,16 (1H,ddd, /= 10,9; 8,3
y 1,0 Hz, H-3"); 4,36 (1H, dd, / = 10,7 y 3,0 Hz, H-22a); 4,11-4,07 (2H, m, H-2 y H-22b);
3,83-3,77 (1H, m, H-3); 2,70 (1H,dd, /= 12,7 y 2,3 Hz, H-5); 2,32 (1H, dd, /= 13,4 y 4,6 Hz,
H-7a); 1,49 (3H,d,/ = 6,5 Hz, H-21); 0,78 (3H, s, H-19); 0,73 (3H, s, H-18). 13C-RMN (100,6
MHz, CDCI3): § (ppm) = 211,95 (C-6); 164,73 (d, 3Jcr = 3,4 Hz, COAr); 161,93 (d, Ycr=259,6
C-2'); 134,36 (d, 3/cr = 8,6 Hz, C-4’); 132,08 (C-6’); 123,93 (d, ¥cr = 4,0 Hz, C-5"); 118,93 (d,
2Jer=10,4 Hz, C-1'); 116,98 (d, ¥Jcr = 22,3 Hz, C-3’); 70,25 (C-22); 68,40 (C-3); 68,26 (C-2);
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56,31 (C-14); 53,64 (C-9); 52,53 (C-17); 50,72 (C-17); 46,67 (C-7); 43,06 (C-13); 42,52
(C-10); 40,17 (C-1); 39,20 (C-12); 37,62 (C-8); 35,80 (C-20); 27,46 (C-16); 26,30 (C-4);
24,00 (C-15); 21,17 (C-11); 17,22 (C-21); 13,54 (C-19); 12,05 (C-18). HRMS-ESI (modo
positivo): m/z calculado para C29H39FOs: 487,2854 [M + H]*; encontrado 487,2849 [M +
H]*.

4.2 Ensayos Bioldgicos

4.2.1. Ensayo de inclinacién de la ldmina de arroz (ILA)

Como se indicé en la Metodologia, la actividad promotora del crecimiento de los
compuestos sintetizados se evalud utilizando el ensayo de Inclinacién de la Ldmina de
Arroz (ILA) [19] y siguiendo un procedimiento descrito anteriormente [18,78-80].
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 cdmara 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, 1x106¢ M, 1x107 M, 1x10-8 M) de los analogos de brasinoesteroides en
solucion acuosa. Después de 2 dias, se realizo el registro fotografico con una camara
digital y se registré la medicion del angulo entre la ldmina y la vaina del segundo
internado con un transportador. La medida fue informada como el promedio de la
prolongacidn exhibida (en [mm]) * la desviacidn estandar, para la evaluacidn estadistica

se utiliza la prueba de t de Student. Se obtuvieron datos de n=6-10 repeticiones.

De esta forma se registraron los resultados para los andlogos de

brasinoesteroides evaluados en el ensayo de ILA, los cuales se muestran en la Tabla 4.1.

4.2.2 Ensayo del segundo entrenudo del frijol (SEF)

El ensayo del segundo entrenudo de frijol se llev6 a cabo de acuerdo con lo indicado en la
metodologia y utilizando un procedimiento reportado [53,81] con algunas
modificaciones. Se sembraron y germinaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L., cv.

Pinto) durante tres dias y luego las semillas germinadas (uniformemente) se
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trasplantaron a macetas que contenian perlita, vermiculita y sustrato. Las macetas se
mantuvieron en cdmara de crecimiento de plantas a 22 °C, con 48 W/m2 de luz, 16h/8h
luz/oscuridad fotoperiodo. Cuando las plantas de frijol presentaron el segundo
entrenudo de 1-2 mm de largo (aprox. después de 7 dias) estas fueron tratadas con una
solucién de 1x10-8 M (0,01uM) de cada uno de los compuestos disueltos en DMSO y agua,
en una pequefia cicatriz generada una vez retirada la bractea de la base del segundo
entrenudo. Al momento de la aplicacién, se mezcld una gota de 5 pL de cada solucién con
una gota de 2 pL. de TWEEN® 20 (AMRESCO®) para la adhesion. Las plantas de control
se trataron solo con agua y TWEEN 20®. Las mediciones de la longitud del segundo
entrenudo se realizaron después de 5 dias. Se utiliz6 como medida de actividad La
diferencia entre la longitud del segundo entrenudo de las plantas tratadas y de control.

Los resultados se indican en la Figura 4.1.

La medida fue informada como el promedio de la prolongacién exhibida (en [mm]) * la
desviacién estandar, para la evaluacion estadistica se utiliza la prueba de t de Student. Se

obtuvieron datos de n=6-10 repeticiones.

Tabla 4.1: Actividad de andlogos de BRs disueltos en Etanol/DMSO mediante bioensayos in vitro de Inclinacién
de la Idmina de arroz.

Apertura del angulo (°) ILA
Compuesto 1x10-8M 1x10’M 1x10-°M

OH

|

HO,,

= Brasindlida (1)
HO'
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HO,,

HO"

| /
l. &/
\‘

|
6+3,8 33£2,0

HO,,

Ho""

27%0,0

Control negativo (Hz0)

Tabla 4.2: Ensayo de Elongacién del Segundo Internudo del Frijol (SEF) de andlogos de Brasinoesteroides 49a-
49cy 58 a la concentracion de 1 x 10-8 M.

Analogo Elongacion del Segundo Internudo de frijol (mm#SD), 1x10-8M
1 20,2+ 0,65
49a 20,8+ 0,26
49b 85,0+ 4,0
49c 17,5+ 0,52
58 8,5+ 0,49
C. Negativo 10+ 0,5

Control
Negativo

1 49a 49b 49¢ 58

Figura 4.1: Efecto de andlogos de BRs y control positivo (brasinélida (1)) en el bioensayo de elongacion del

segundo internudo del frijol a una concentracién de 1x10-8 M.

4.2.3 Estudios de acoplamiento molecular (molecular docking)

De acuerdo con lo indicado en la metodologia, para evaluar la actividad potencial de los

compuestos objetivo, se realizé un screening in silico basado en las estructuras de los
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nuevos analogos de BRs. Mediante el estudio de acoplamiento (docking) molecular se
determiné la energia liberada al formarse los complejos ligando-BRI1 (receptor libre) y
ligando-BRI1-BAK1(receptor BRI1 unido a su correceptor), estos valores son una medida
de la afinidad de los ligandos con el sitio activo y permiten relacionar las estructuras de
los andalogos con su potencial efecto bioldgico. Los valores obtenidos se muestran en las
Tablas 4.2 y 4.3.

Para realizar el estudio de acoplamiento (docking) molecular y obtener los valores de
afinidad ligando-receptor se utilizé el programa Glide. Los valores mostrados en las
Tablas 4.2 y 4.3 corresponden a las poses de cada ligando con mayor energia de afinidad

(valores mas negativos).

Tabla 4.3: Valores de energia minima del complejo formado entre el complejo receptor BRI1-BAK1 y cada uno
de los andlogos estudiados.

Energia min. BRI1-

Ligando BAK1-Ligando
(Kcal/mol)
1 -16,1
49a -14,2
49b 14,5
49¢ -15,2
49d -13,7
49e -13,8
58 -13,2

Tabla 4.4: Valores de energia minima del complejo formado entre el complejo receptor BRI1 y cada uno de los
andlogos estudiados.

Energia min. BRI1-

Ligando Ligando (Kcal/mol)

1 -10,7
49a -9,4
49b -10,6
49c -10,6
49d -7,1
49e -8,6

58 -7,4
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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 50-59acy 49ac, ensayos bioldgicos

de los nuevos analogos 58, 49acy los estudios de acoplamiento molecular de estos.

5.1 Sintesis quimicas

De acuerdo con la ruta de sintesis indicada en el Esquema 1, en una primera parte se
utilizé la metodologia descrita hasta la obtencién del derivado 55 [53]. Por lo tanto, la
reaccion de esterificacion con diazometano (CH:N/éter) del acido 3B-acetoxi-23,24-
dinorcol-5-en-22-colénico (16), permitié la obtencidn el derivado metilado 50 con 98,5%
de rendimiento [53]. El compuesto 50 fue caracterizado por técnicas espectroscépicas
combinadas de IR y RMN. En el espectro IR de 50 no fue observada la sefial entre 3300-
2500 cm'!, asignada al enlace O-H propio de las funciones de los acidos carboxilicos
(precursor 16). Mientras que la funciéon R-CO,CH3 fue evidenciada por la observacion en
el espectro de H RMN de la sefial a o4 = 3,64 ppm (3H, s, OCH3z). Adicionalmente desde el
espectro de 13C RMN, las sefiales observadas a ¢&c = 177,30 y 51,31 ppm, fueron asignadas
al C-22 y grupo OCH3z respectivamente. Los datos de IR y 1H RMN fueron consistentes con
los reportados para este compuesto [53]. 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. Posteriormente saponificacion selectiva del grupo acetato en posiciéon C-3
del compuesto 50, utilizando el sistema NaHCO3/MeOH/H;0, permitié la obtencion del
derivado saponificado 51, con 93,6% de rendimiento [53]. Evidencia espectroscépica de
IR muestra una sefial a v = 3497-3417 cm-1, que se atribuye a la presencia del grupo OH.
Mientras que en el espectro de H RMN, se observo el desplazamiento quimico de la sefial
H-3 a campo alto (64 = 3,55-3,48 ppm, m, 1H). Ademas, desde el espectro de 13C RMN, no
se observaron las sefiales a 8¢ = 170,51y 21,42 ppm, atribuidas al grupo CH3CO presentes
en el precursor 50. Mientras que los datos de IR y 'H RMN fueron consistentes con los
reportados para este compuesto [53]. Hay que mencionar ademas que los autores no

informaron los datos de 3C RMN como tampoco otra informacién de RMN.
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7,20 ('.;OZH . _CO,CHj % _CO,CH, CO,CH;
TsCl
CH,N,/éter NaHCO, TS0
CH,Cl, CH30H/H,0 piridina
50 reflujo 51 52
AcO' HO TsO
AcOK
acido 3B-acetoxi-23,24-bisnorcolénico (16) acotomalty0
reflujo

p-TsOH DMF/LiBr

reflujo

1) LIAIH,/THF
2) Hy0"/H,0

OH

DHQD-CLB, CHySO,NH,K,cO;  HO,

Ka[Fe(CN)g], 0sO,
+BuOH/H,0

HO™

(o}

Esquema 1: Ruta de sintesis propuesta para la obtencién del intermedio avanzado 57, desde 3 f-acetil-23,24-
bisnor-5-colénico (16).

Reaccidn de tosilacion de 51 con TsCl/pi/DMAP [53], permitié la obtencién del derivado
tosilado 52 con 92,9% de rendimiento. La principal evidencia espectroscépica de la
obtencion del derivado tosilado provino desde los espectros de 'H y 13C RMN, donde en
el primero, se observaron las sefiales a &4 = 7,78 ppm (2H, d,J = 8,3 Hz) y 7,31 ppm (2H,
d, / = 8,3 Hz), asignadas a los hidrogenos aromaticos del grupo tosilato, como también la
sefial observada a du = 2,43 ppm (3H, s), perteneciente al grupo CHz-Ar. Mientras que
desde el espectro de 13C RMN, las sefiales observadas a & = 144,37; 134,58; 129,69;
127,57 y 123,30 ppm, fueron asignadas a los carbonos aromaticos C-1’, C-4’, C-3’ y C-2’,

respectivamente.

Tratamiento del tosilato 52 con el sistema AcOK/acetona-agua bajo condiciones de
reflujo de acuerdo con lo reportado [53], permiti6 la formacién del compuesto 53, con
56,7% de rendimiento. Dese el espectro IR de 53, se observo la sefal entre 3489-3442
cm-! correspondiente a la funcién OH. Mientras que desde el espectro de 1H RMN, la sefial
observada a o = 3,25 ppm (1H, ta, ] = 2,8 Hz,) fue atribuida al hidrégeno carbinélico H-6.
Mientras que las sefales observadas a oy = 0,52 ppm (1H, ta, / = 4,2 Hz) y 0,29 ppm, (1H,
dd, J = 8,1 y 4,9 Hz), fueron asignadas a los hidrégenos diasterotopicos H-4gem ¥ 4trans €0

funcién de los valores de Ju.z observados del anillo de ciclopropano entre C-3 y C-5, [82]
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(ver Figura 5.1). Mientras que la orientacidn espacial del grupo OH en C-6 fue establecida
como axial sobre el plano, considerando los valores de Ju.1 observados (3/uu = 2,8 Hz) para
el H-6 correspondientes a acoplamiento “ecuatorial-ecuatorial” con ambos hidrégenos en

H-7 (Figura 5.1).

f I TN

Yoem=81Hz Y
\ =2,8 Hz

Yivans = 49 HZ*.

Figura 5.1: Estructura 3D del compuesto 53, donde se muestras los acoplamientos H-H para los hidrégenos H-
4y H-6, cuyos valores confirman la presencia del anillo de ciclopropano y estereoquimica del C-6.

Oxidacion de Jones/CH>Cl>/acetona del compuesto 53 [53], produjo la cetona 54 con 70,8
% de rendimiento. La evidencia espectroscopica de la formacién del grupo carbonilo en
C-6, fue evidenciada principalmente por la observacion de la sefial a &c =209,35 ppm, en
el espectro de 13C RMN del compuesto 54. El paso siguiente consistié en realizar la
reaccidon de apertura del anillo de ciclopropano con formacién del alqueno entre los
carbonos C2-C3 por tratamiento de la cetona 54 con el sistema tosilato de piridino, LiBr,
DMF bajo condiciones de reflujo segin se describié en literatura [53]. Esto permitid la
formacion del alqueno 55 con 50,7% de rendimiento. La presencia del enlace doble entre
los carbonos C2-C3 fue detectada desde el espectro de tH RMN por la observacion de las
sefiales a &4 = 5,69-5,65 ppm (1H, m) y o4 = 5,58-5,53 ppm (1H, m), asignadas a los
hidrogenos H-3 y H-2 respectivamente [53]. Mientras que desde el espectro de 13C RMN,
se observaron las sefiales a ¢ = 124,92 y 124,42 ppm, asignadas a los carbonos C-3 y C-2
respectivamente, las cuales fueron correlacionadas desde los espectros 2D HSQC y 2D

HMBC (ver Anexo 1).

Reaccion de cetalizacion de la funcion cetona en C-6 de compuesto 55, con etilengricol /p-
TsOH/reflujo permitié obtener el cetal 56 con 96,4% de rendimiento. El procedimiento
utilizado fue reportado para esteroides de estructuras similares [73]. La presencia del
grupo protector fue evidenciada principalmente desde los datos espectroscopicos de H

y 13C RMN. De esta forma las sefiales observadas a on = 3,91-3,80 ppm (m, 3H) y éu = 3,73-
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3,68 ppm (m, 1H) fueron asignadas al anillo dioxolano (-OCH,CH»0-). Mientras que en los
espectros combinados de 13C y 13C DEPT-135 RMN, las sefiales observadas a &c = 109, 70;
65,38 y 63,90 ppm fueron asignadas a los carbonos C-6 y ambos carbonos del anillo de
dioxolano, respectivamente. Reduccién de 56 con LiAlH4/THF de forma similar a
procedimiento reportado [73] y posterior hidrolisis acida permitié la obtencién del
compuesto 57, con 91,5% de rendimiento. La caracterizacién espectroscopica desde
datos de IR para este compuesto mostro sefales a 3510, 1693 y 1659 cm-1, atribuidas a
la presencia de las funciones OH, C=0 y C=C, respectivamente. Mientras que desde el
espectro de tH RMN, las sefiales observadas a &y = 5,70-5,66 ppm (m, 1H), éu = 5,58-5,54
ppm (m, 1H), &4 = 3,63 (dd, = 10,5y 3,2 Hz, 1H) y ou = 3,37 ppm (dd, / = 10,5 y 6,8 Hz,
1H), fueron asignadas a los hidrogenos H-3, H-2, H-22a y H-22b, respectivamente.
Mientras que desde el espectro de 13C RMN las sefiales observadas a oy =211,96; 124,91;
124,47 y 67,80 ppm, fueron asignadas a los carbonos C-6 (C=0), C-3 y C-2 (C=C) y al

carbono carbinilico C-22 (-CH2-OH), respectivamente.

Reaccidén de dihidroxilacién de Shralpless del alqueno 57, de acuerdo con procedimiento
descrito [45,56], permitid la obtencidon del nuevo analogo de BRs 58, con 70,9% de
rendimiento. En investigaciones realizadas por otros autores se describié la sintesis de
los derivados 58a-f, que se muestran en la Figura 5.2. Si bien estos derivados fueron
informados y el alqueno 57 fue utilizado como precursor de sintesis, no se indican
caracterizaciones estructurales por alguna técnica espectroscépica para 57 como

tampoco para sus derivados 58a-f [32,83].

OR
HO 58a: R = Me
HO,,, 58b: R = Et
. _ 58c: R = n-Pr
HO HO 58d: R = t-Bu

58e: R = CH,CH,-O-Me
58f. R = CH,CH,-O-Bu

Figura 5.2: Estructuras del compuesto 58 y compuestos relacionados 58a-f.

La determinacion estructural del andlogo 58, se realiz6 principalmente por técnicas
espectroscopicas de 1D y 2D RMN. Es importante destacar que si bien este compuesto fue
sintetizado previamente, solo se entregaron datos espectroscopicos parciales de IR, pero

no se realizé la determinacidn estructural [84]. Desde el espectro de tH RMN, las sefiales
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observadas a ou = 3,95 ppm (1H, da, J = 2,8 Hz); 3,66 ppm (1H, ddd, /= 11,7; 4,7 y 3,1 Hz);
3,57 ppm (1H, dd, / = 10,7 y 3,1 Hz, H-22a) y 3,26 ppm (1H, dd, / = 10,7 y 7,1 Hz) fueron
asignadas a los cuatro hidrégenos carbinélicos presentes en la estructura y que fueron
identificados como H-3, H-2, H-22a y H-23b respectivamente. Mientras que desde el
espectro de 13C RMN, las sefiales observadas a &c = 69,58; 69,23 y 67,96 ppm, fueron
asignadas a los carbonos C-3, C-2 y C-22 respectivamente. Las sefiales carbindlicas
observadas en el espectro de 1H y 13C RMN, fueron correlacionadas a 1Juc desde el espectro

2D HSQC, de acuerdo con lo indicado en la Figura 5.3.

H-3
" \
H-22a || H-22b H-5
[ H-2 i I (1 I h
| Al i ‘ | | M I
‘ A R
N, \ ] AR v ~ R
C5 % A =
A e e PSP SRS B, SRS — E— }_
— o
‘E -56
¥
3 {58
H
3 60
i £
: &
: 62 o
64
66
£ c22 A
£ fai 68
C2  ; Vvl
C'3 70

T T T T T T T T T T T T
4.0 3.9 3.8 37 36 35 3.4 3.3 32 3.1 3.0 2.9 28 2.7
f2 (ppm)

Figura 5.3. Espectro parcial 2D HSQC ed., donde se muestran las correlaciones heteronucleares a 1Juc para los
hidrégenos H-2, H-3, H-5, H-22a y H-22b, para el andlogo 58.

Mientras que la confirmacién de las posiciones de los grupos hidroxilos en C-2 y C-3
fueron establecidas desde datos de correlaciones heteronucleares a 2Juc y 3/uc observadas
en el espectro 2D HMBC. De esta forma la sefial H-3 (3,95 ppp, da, J = 2,8 Hz) mostré
correlaciones a 2fyc con C-2 (& = 69,23 ppm), mientras que la sefial de H-5 (2,73 ppm, dd,
J=12,2y 3,4 Hz) mostro correlaciones a 3/u¢ con los carbonos a & = 69,58 y 13,98 ppm,

asignadas a C-3 y C-19 respectivamente, y una correlacion a 2Juc con C-6 (&= 215,11 ppm)
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(Figuras 5.4a y 5.4b). Otras correlaciones heteronucleares a 2/xc y 3/uc, se muestran en la

Figura 5.4b.
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Figura 5.4: a) Espectro 2D HMBC completo para el compuesto 58 y su estructura, que muestran las
principales correlaciones heteronucleares a ?Juc (flechas segmentadas) y 3[uc (flechas continuas). b)
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Ampliacién espectro 2D HMBC que muestra otras correlaciones para confirmar las posiciones de los grupos
OH en los carbonos C-2, C-3y C-22.

La determinacidn estereoquimica de los carbonos C-2 y C-3, fue establecida por dos
criterios: 1. Es sabido que la reaccién de dihidroxilacién ya sea de Upjohn [32,37,39-
42,53,74,85-87] o de Sharpless [88] conduce mayoritariamente a la formacién de cis
glicoles con estereoquimicas C-2(R) y C-3(S) en el anillo A de esteroides con fusiéon A/B
trans (esteroides 5a), que es debido al impedimento estérico que produce el grupo CHs-
19 a la aproximacién del OsOs por la cara superior del anillo A, por lo cual la

dihidroxilacién se ve favorecida por la cara inferior (Figura 5.5).

Compuesto 57 Compuesto 58

Figura 5.5. Adicion preferencial del OsO4 por la cara inferior del plano del enlace doble C2-C3, en el compuesto
57, que permitird la formacién diasteroespecifica del diol 2a-3a en el compuesto 58.

Como segundo criterio de confirmacidn de la estereoquimica en los carbonos C-2 y C-3,
se realiz6 un experimento de RMN de NOE selectico sobre la sefial de H-2 (Ju = 3,95 ppm,
da, J = 2,8 Hz) en el compuesto 58, el cual mostré acoplamiento espacial (NOE) con las
sefiales a oy = 1,71 y 0,77 ppm asignadas a H-4 (correlacionada por 2D HSQC) y grupo
CH3-19 (Figura 5.6). Ademas, se observo acoplamiento escalar (Juu) con la sefial a &y =
3,66 ppm (ddd, J = 11,7; 4,7 y 3,1 Hz), asignada a H-2 (Figura 5.6). De esta forma se
confirman las esteroquimicas de C-2 y C-3, donde el diol resultante producto de la

dihidroxilacion tiene funcion 2a-3a diol.
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b) ‘
H-19

OH H
Compuesto 58 H-19 H-18

Figura 5.6: a) Espectro 1H RMN del compuesto 58. b) Espectro de NOE selectivo, que muestra la excitacion
selectiva de H-2 y los efectos NOE observados con H-43y CHs-19. Mientras que la otra sefiale observada
corresponde a acoplamiento escalar con H-3.

Posteriormente, reaccion de benzoilacién en C-22 del alqueno 57 con cloruro de benzoilo
con DMAP/pi/CH:Cl; (Esquema 2) segun fue reportado [46,56], produjo el éster

benzoato 59a con 85,4 % de rendimiento.

p o g o]
o [¢)
e
R
R DHQD-CLB, CH;SO,NH,K,CO3  HO, R
57
DMAP/piri. K3[Fe(CN)gl, OsOy4
CHCl, +-BUOH/H,0 Ho 8 49a-e 495 R=H
A 49b: R = 4-F
o 49c: R = 2-F
49d: R =2,6-F
49e: R =2,4-F

Esquema 2: Obtencion de los nuevos andlogos de BRs 49a-e desde el intermedio avanzado 57.

La principal evidencia espectroscopica de la incorporaciéon de la funcién benzoato
provino desde los espectros de 'H y 13C RMN del compuesto 59a, donde las sefiales
observadas a oy = 8,04 ppm (2H, d, J = 8,4 Hz), 7,56 ppm (1H, tt, ] = 7,6 y 1,5 Hz) y 7,44
ppm (2H, ta, /] = 7,6 Hz), fueron asignadas a los hidrégenos aromaticos H-2’, H-4’ y H-3’
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respectivamente (Figura 5.7). Mientras que desde el espectro de 13C RMN, las sefiales
observadas a & = 134,81; 129,48 y 128,33 ppm, fueron asignadas a los carbonos C-4’, C-
2"y C-6, C-3 y C-5 respectivamente. Adicionalmente estas sefiales fueron
correlacionadas en forma directa (acoplamiento heteronuclear a Yuc) desde la

informacién obtenida desde el espectro 2D HSQC (Figura 5.7).

H-2’ H-3’
H-4'
‘ ' ‘ 03 He2 H-22a H-22b
e Y S I
Cc-22 : i : :
o (- ) +70
75
-80
L85
Yic %0
T s
A\l =
ST
a8
tios &
k1o
k115
2 F120
C-3. C3— o) 125
C-2' - : - Y 130
C_4)_ 0 135

T T T T T T T T T T T T T T T T

T T
82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38
f2 (ppm)

Figura 5.7: Estructura del compuesto 59ay espectro 1H-13C HSQC parcial con proyeccién de espectro 13C DEP
135, que muestra las principales correlaciones entre los hidrégenos aromdticos H-2’, H-3’y H-4’, con sus
correspondientes carbonos a 1Jxc. Adicionalmente se muestran las correlaciones heteronucleares a 1Jyc para los
hidrégenos H-2, H-3 y H-22ab y sus correspondientes carbonos C-2, C-3y C-22.

Mientras que las sefiales observadas a u=4,31 ppm (1H, dd,J=10,7 y 3,5 Hz) y 4,06 ppm
(1H, dd J = 10,7 y 7,1 Hz), asignadas a los hidrégenos H-22a y H-22b, mostraron
correlaciones heteronucleares a 3Juc en el espectro 2D HMBC con la sefial observada a &
= 166,68 ppm, asignada al grupo Ar-COO- (Figura 5.8). Con esta informacion se confirma

la unién del grupo benzoato al carbono C-22 de la cadena lateral del esteroide.
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Figura 5.8: Estructura parcial del compuesto 59a y espectro 1H-13C HMBC, que muestra las principales
correlaciones a 3Jyc entre los hidrégenos H-22ab de la cadena lateral con el carbono carboxilico de la funcién
benzoato. Adicionalmente se muestras las correlaciones heteronucleares a 2Jucy 3Juc entre los hidrégenos
aromdticos H-2’, H-3’y H-4', con el resto de los carbonos del anillo.

Posteriormente, reaccién de benzoilacion en C-22 del alqueno 57 con los cloruros de
benzoilo con DMAP/pi/CH:Cl; (Esquema 2) siguiendo la misma metodologia descrita
para la obtencion de 59a produjo los ésteres de benzoato 59b y 59¢ con 72,5y 65,0 % de
rendimiento respectivamente. La caracterizacién estructural de 59b y 59c se realizé de

forma similar a la determinacién desarrollada para 59a (ver Anexo 1).

Finalmente, reaccidn se dihidroxilacién de Sharpless segin se indicé para el compuesto
57 (Esquema 2) y de acuerdo con los procedimientos reportados [49,54,88], produjo los
analogos de brasinoesteroides 49a-c con 90%, 84,9% y 82,5% de rendimiento
respectivamente. Respecto de la caracterizaciéon estructural, esta fue determinada
principalmente por técnicas de 'H y 13C RMN en combinacién con otras como 2D RMN.
Sin embargo, la principal evidencia espectroscépica fue observada desde el espectro de
1H RMN donde para los tres analogos 49a-c la presencia de sefiales en un rango de =
4,11-372 ppm fueron asignadas a los hidrégenos carbindlicos H-3 y H-2 (ver Anexo 1).
Mientras que desde el espectro de 13C RMN, la presencia de sefiales en un rango de oc=

68,36-68,14 ppm, fueron asignadas a los carbonos C-3 y C-2 (ver Anexo 1).
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5.2 Ensayos Biologicos

Los BRs desempeiian roles importantes en el crecimiento, desarrollo y respuestas al
estrés abidtico de las plantas. Estd bien establecido que estos efectos se deben
principalmente a la regulacion de la expansién celular, la division y la elongacién
celulares. Por lo tanto, la actividad de las BRs puede detectarse y cuantificarse a través de
una serie de respuestas vegetales diferentes, y en consecuencia se han propuesto varios
bioensayos. Se ha demostrado que diferentes actividades de las BRs se obtienen mediante
el uso de pruebas de diferentes actividades biolégicas; esto significa que los resultados
obtenidos por diferentes métodos no son equivalentes y no pueden compararse [89]. Este
es un factor muy importante a tener en cuenta para la comparacién de las actividades de
las BRs y la propuesta de relaciones estructura-actividad de analogos sintéticos de las
BRs [90,91]. En este trabajo, se utiliz6 el Ensayo de Inclinacién de la Lamina de Arroz
(ILA), uno de los métodos mas ampliamente utilizados debido a su alta sensibilidad y

especificidad, y el bioensayo del Segundo Internudo de Frijol (SEF).

5.2.1 Actividad Biologica de Analogos de Brasinoesteroide en la Prueba de
Inclinacion de la Lamina de Arroz (ILA).

La actividad de los anadlogos de BRs 49a-49c y 58 fue evaluada mediante ILA utilizando
la brasindlida (1) como control positivo. Las mediciones se realizaron a tres
concentraciones diferentes: 1x10-8 M, 1x10-7 M y 1x10-6 M (ver Tabla 5.1). Los resultados
se expresan como el dngulo de flexion entre las laminas y las vainas.

Tabla 5.1: Actividad de andlogos de BRs disueltos en Etanol/DMSO mediante bioensayos in vitro de Inclinacién

de la ldmina de arroz. Las letras representan experimentos con una diferencia significativa entre el control
positivo (1) y los tratamientos andlogos en el nivel de significancia del 0.05 (prueba t de Student).

Apertura del angulo (°) ILA
Compuesto 1x108M 1x10’M 1x10°M

Brasinélida (1) 38+7,5 46+8,0 89+4,9

58 45£2,0 26%6,1 16+4,1

49a 6+2,0 21+2,0 10+2,6

49b 6+3,8 33+2,0 36+2,0

49c 27%0,0 42+0,0 2427

Control negativo (H20) 3+£2,6

Los valores de los angulos de flexion obtenidos para 1, en las tres concentraciones

probadas, estan en linea con los reportados anteriormente [57], e indican que la actividad
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biol6égica de 1 aumenta con la concentracion creciente. También se puede observar que
los analogos 49b y 49c, con un grupo benzoato en C-22 y un 4tomo de flior en la posicion
orto y para, respectivamente, son mas activos que el analogo 58 (sin grupo benzoato) y
que el analogo 49a (sin atomo de F en el grupo benzoato) a las concentraciones de 1x10-
7y 1x10-6 M (Tabla 5.1). A la concentracion de 1x10-7 M, el analogo 49c resultd ser el
compuesto mas activo, incluso comparable con la mostrada por la brasinélida (1). Sin
embargo, a la concentraciéon de 1x10-6 M, la actividad de la brasindlida (1) es de 3 a 9
veces mayor que la exhibida por los anadlogos 58, 49a, 49b. Asi, la comparacidén de los
angulos de flexion medidos para 49a con los obtenidos para 49b y 49c muestran que la
sustitucion por el atomo de F en el anillo aromatico aumenta la elongacién del
crecimiento de la planta, y este efecto al parecer depende de la posicion del &tomo del

atomo de F.

5.2.2 Actividad biol6gica de Analogos de Brasinoesteroide en el Bioensayo del
Segundo Internudo de Frijol. (SEF)

Este ensayo se ha utilizado tanto para giberelinas como para BRs. Para las giberelinas,
solo se puede detectar la elongacion, mientras que, para los BRs, la curvatura, hinchazén

y divisién del internudo se pueden medir facilmente [30,32,37,45,53,74,92,93].

Los valores obtenidos del ensayo de elongacién del segundo internudo del frijol se
muestran en la Figura 5.9 y se resumen en la Tabla 5.2.
Tabla 5.2: Ensayo de Elongacién del Segundo Internudo del Frijol (SEF) de andlogos de brasinoesteroides 49a-

49cy 58 a la concentracion de 1 x 10-8 M. Las letras indican el nivel de significancia segiin la prueba t de Student
P <0.05.

Analogo Elongacion del Segundo Internudo de frijol (mm#SD), 1x10-8M
1 20,2+ 0,65
49a 20,8+ 0,26
49b 85,0+ 4,0
49c 17,5+ 0,52
58 8,5+ 0,49
C. Negativo 10+ 0,5

Los datos en la Tabla 5.2 muestran que la actividad de los analogos benzoilados 49a y
49c¢, medidos por el Bioensayo del Segundo Internudo de Frijol, es similar a la observada

para la brasinélida (1), mientras que el andlogo 49b (con atomo de F en posicion para)
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exhibe una actividad de elongacién sorprendentemente alta. Finalmente, el analogo 58

(sin funcién benzoato en la cadena lateral) resulté ser inactivo a la misma concentracion.

5.3 Estudios de acoplamiento molecular

Los resultados obtenidos indican que el compuesto con mayor afinidad después del
Brasinélido es 49c¢ con Docking score de -10,6 y -15,2 (Tabla 5.3 y 5.4) con BRI1-BAK1 y
BRI1, respectivamente. En la pose predicha del compuesto 49¢ genera cinco puentes de
hidrégeno, tres de ellos actuando como aceptor de puentes de hidrogeno, dos
interacciones entre el oxigeno carbonilico en C-22 con el grupo hidroxilo del residuo
Tyr597 (2,53 A) y con el grupo amino de Ser647 (2,09 A) y una del grupo hidroxilo en C-
2 y His61 (2,0 A); Por otra parte, presenta interacciones de tipo donor de puentes de
hidrégeno entre su funcién C3-hidroxilada y el grupo hidroxilo del residuo Tyr642 (2,27
A) , asi como también, entre el grupo hidroxilo en C-2 y el oxigeno carbonilico de la
funcién amida del residuo Asn705 (1,81 A). Por otro lado, 49c genera interaccién m- 7
stacking entre el grupo aromatico y el residuo Phe60, también presenta interacciones
hidrofébicas con los residuos Tyr642, Trp59, Phe60, Val62, 11e706, Pro648, Tyr599,
Trp564, Met657, Phe658, Leu615, 11e682 y Phe681 (Figura 5.9).

Figura 5.10: Modo predictivo de unién para brasindlida (1) y 49c en el sitio de unién de BRI1-BAK1 (PDB
4M7E).
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Tabla 5.3: Valores de energia minima del complejo formado entre el complejo receptor BRI1 y cada
uno de los andlogos estudiados.

Energia min. BRI1-

Ligando Ligando (Kcal/mol)

1 10,7
49a 9.4
49b g
49¢ -10,6
49d L
49e -8,6

58 74

Tabla 5.4: Valores de energia minima del complejo formado entre el complejo receptor BRI1-BAK1
y cada uno de los andlogos estudiados.

Energia min. BRI1-

Ligando BAKI1-Ligando
(Kcal/mol)
1 -16,1
49a 14,2
49b -14,5
49c -15,2
49d 13,7
49e -13,8
58 -13,2

Las interacciones de 49c con BRI1 en la pose predicha, genera cuatro puentes de
hidrégeno, dos de ellos actuando como aceptor de puentes de hidrégeno, entre el oxigeno
carbonilico en C-22 con el grupo hidroxilo del residuo Tyr597 (2,14 A) y con el grupo
amino de Ser647 (2,11 A). Por otra parte, presenta interacciones de tipo donor de
puentes de hidrégeno entre su funcién C3-hidroxilada y el grupo hidroxilo del residuo
Tyr642 (2,55 A), asi como también, entre el grupo hidroxilo en C-2 y el oxigeno
carbonilico de la funcién amida del residuo Asn705 (2,30 A). Por otro lado, 49¢ presenta
interacciones hidrofébicas con los residuos Tyr642, lle706, Tyr599, Trp564, Met657,
[1e682, Tyr597 y Phe681 (Figura 5.11). El modo predictivo y sus interacciones
hidrofilicas e hidrofébicas entre el complejo BRI1-BAK1 para el resto de los analogos se

muestran en el Anexo 3.
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Figura 5.11.
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inélida (1) y 49c en el sitio de unién de BRI1 (PDB 4M7E).
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CAPITULO 6 - CONCLUSIONES

Desde acido 3B3-acetil-23,24-bisnorcolénico (16), se sintetizaron tres nuevos analogos de
brasinoesteroides con funciones 2a,3a-diol en el anillo A, fusién de anillos A/B tipo trans,
funcién 6-oxo en el anillo B y funcién benzoato en C-22, correspondiente a los
compuestos 49a, 49b y 49c, con rendimientos globales de 8,4%, 6,7% y 5,5%,

respectivamente.

En el ensayo de Inclinacion de la LAmina de Arroz (ILA), los analogos 49b y 49c¢, con un
grupo benzoato en C-22 y atomos de fllior en posiciones orto y para, respectivamente,
demostraron ser mas activos que el andlogo 58 (sin grupo benzoato) y que el andlogo
49a (sin atomo de flior en el anillo aromatico) a concentraciones de 1x10-7y 1x10-8 M. El

compuesto 49c se destacé como el mas activo, comparandose incluso con la brasindlida

(1).

En el bioensayo del Segundo Internudo de Frijol (SEF), los analogos de ésteres de
benzoatos 49a y 49c¢ mostraron actividad similar a la brasinélida (1), mientras que el
analogo 49b (con atomo de fllior en posicién para) exhibié una sorprendente actividad
de elongaciéon a 1x10-8 M. Contrariamente, el analogo 58 (sin funcién benzoato en la
cadena lateral) resulté inactivo a la misma concentracion. El compuesto 49b, con el
atomo de fltor en posicién para en el anillo aromatico, se destacé como el analogo de

brasinoesteroides mas activo, superando en algunos casos a la brasinélida (1).

En el estudio de Acoplamiento Molecular, el anilogo 49c mostré una afinidad
significativa, superando ala brasinélida (1) en Docking score tanto para BRI1-BAK1 como
para BRI1. Particularmente interesante fue la interaccién de 49c con BRI1, donde el
analogo 49c formd cuatro puentes de hidrégeno y mostroé interacciones especificas con
Tyr597, Ser647 y Tyr642. También se destacaron interacciones hidrofébicas con varios

residuos.

En resumen, el analogo 49c exhibi6 una alta afinidad y diversas interacciones, lo que
podria explicar la actividad bioldgica de crecimiento vegetal observada en el bioensayo
ILA para dicho compuesto. Si bien, el docking molecular ha sido util en el estudio de

interacciones de nuevos ligandos y su respectivo receptor, su simplificacion de la
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dindmica molecular puede llevar a predicciones inexactas. En contraste, la dinamica
molecular considera la flexibilidad y los cambios conformacionales, ofreciendo
predicciones mas precisas y detalladas de las interacciones ligando-receptor. Por lo tanto,
la dinAmica molecular emerge como una alternativa mas fiable en el desarrollo de nuevos

analogos de brasinoesteroide a utilizar en futuras investigaciones.

Los resultados de actividad de crecimiento vegetal tanto en el ensayo ILA como SEF de
los tres analogos sintetizados, sugieren que la presencia de grupos benzoato en C-22 con
sustituyentes fluorados en el anillo aromatico es una alternativa como potenciales
moléculas con actividad bioldgica de crecimiento vegetal. La hipotesis de esta tesis se

acepta con los resultados observados para tres de los cinco analogos propuestos.
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ANEXOS
ANEXO 1: Espectros de RMN para los compuestos 16, 50-58, 59a-cy
49a-c.

Acido (20S5)-3B-acetoxi-5-pregnen-22-oico (16)
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(20S)-3B-Acetoxi-pregn-5-eno-20-carboxilato de metilo (50).
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(20S)-3B-hidroxi-pregn-5-eno-20-carboxilato de metilo (51)

Espectro de tH RMN
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Espectro 2D 1H-13C HSQC-ed.
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(20S)-3B-(4-toluennsulfoniloxi)-pregn-5-eno-20-carboxilato de metilo (52).
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Espectro 2D tH-13C HMBC.
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Espectro de 13C RMN
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Espectro 2D 1H-13C HSQC ed.
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(20S)-6-0x0-3a,5-ciclo-5a-pregnano-20-carboxilato de metilo (54)

Espectro de tH RMN
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Espectro de 13C RMN DEPT-135
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(20S)-6-0x0-5a-pregn-2-eno-20-carboxilato de metilo (55)
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Espectro 2D HSQC
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(20S)-6,6-etilenodioxy-5a-pregn-2-eno-20-carboxilato de metilo (56)

Espectro de tH RMN.
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Espectro de 13C RMN DEPT-135
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Espectro de 13C RMN
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Espectro 2D HSQC ed.
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(20S)-2a, 3a, 22-trihidroxi-5a-pregn-6-ona (58)

Espectro de tH RMN.
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Espectro de 13C RMN DEPT-135
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Espectro de 13C RMN
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Espectro 2D HSQC ed.
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(20S5)-22-(4-fluoro) benzoato de 6-oxo-5a-pregn-2-eno (59b)

Espectro de tH RMN.
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Espectro de 13C RMN DEPT-135.
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Espectro 2D HMBC.
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Espectro de 13C RMN.
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Espectro 2D HSQC ed.
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(20S)-22-benzoato de 20, 3a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49a)

Espectro de tH RMN.

60590
68240

Ep£0'T
1560°T+
D:jﬁ
1622'T

vmmm.ﬁu
8E£2'T]
08214
Zrie T
65EE'T
LESET
be8e'T
9747
L6847
961S'T
LZEST
LBEST
86bS'T

kST ﬁ
TEPS'T

1859'T
96£9°T
S0TLT
BETET
0BEL'T
86%LT
SELET

LZhE'T

LhEB'T
£800°C
ZHZ0'T
6550'Z
UbT'T
6852°C
v082'Z
L162°C
TThS'E
£869'Z
STL9'T
96£9'Z
S0TLE
T6TLE
SLELE
2500'%
S600'F
SET0'
2220y
STEO'R
(TR
R
oT8Z'k
(TR

BLOE'
T8z L
mmnv,h/
Ezhi
GEbkL
9TES' L~
zovse
sasge/
ErQ0'8
008
sz’

A

I

J‘j.’

:

N

JML"_W J‘\JILJ

(-

(]

—

.

Frie
Fi0T

Fsie

0.5

1.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

75

8.0

i (ppm)

Espectro de 13C RMN.

2€66' 11
085k £~
£5ET LT~
2900' T2,
5656 52~
PIHZ 9C—
S
et
BTHT 6E~D
205k Zhm,
zzE0Er
L5905

EG,NmM
397565
zetzes”

SPET'89
oz
089£'69-
85£9'9L

mmmm,ohw

BITELL

1682821
[
12E08T .
setgzers

E5TL'99T—

R Ut

"

40 30 20 10

50

70

80

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100
1 (ppm)

210

Espectro de 13C RMN DEPT-135.

106



Programa de Magister en Ciencias mencién Quimica

mnmm.ﬂ*
LESK'ET

EEECLT
BTLQ'TE~
99EG'ET

mmmm.mm/
Ttk hm./

£828'SE~_
1655 LE~
bPET'BE—
£566'68

9285 9b="
TEST0G
1599'25
99155 —
9602'95~.

TIET 88
srez e
2992694

088z'8zT—
1204621
ToT8TET—

135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

140

Espectro 2D HSQC ed.

(wdd) 13
s o 2 @ =2 & ¢ 2 = 2 2 8 K ¢
f.r .. ¥V 0P Y2 PP LTLTOTLY
)|
— I s
M Q w@@
o |
= s
= 2 e
= . @
: .
M N2
|
|
y o
—_ e
J
-_ .
-

———— .-
— oL}
)

[

L

IHRA

0.5

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
2 (ppm)

73

8.0

107



Universidad Técnica Federico Santa Maria

Departamento de Quimica

Espectro 2D HMBC.
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Espectro 2D HSQC ed.
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(20S)-22-(2-fluoro) benzoato de 2a, 3a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49c)

Espectro de tH RMN.
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Espectro de 13C RMN DEPT-135.
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Espectro 2D HMBC.
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ANEXO 2: Espectros de Masas de Alta Resolucién (EMAR) de los
analogos 49a, 49b, 49c y 58, (M + H)*.

MIN71.d: M5, 0.3-0.7min #16-43

(20S)-22-benzoato de 20, 3a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49a)
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(20S)-22-(4-fluoro) benzoato de 2a, 3a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49b)
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(20S)-22-(2-fluoro) benzoato de 2a, 3a-dihidroxi-6-oxo-5a-pregnano (49c)
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(20S)-2a, 3a, 22-trihidroxi-5a-pregn-6-ona (58)
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ANEXO 3: Interacciones hidrofilicas e hidrofébicas entre el complejo BRI1-BAK1 y los
analogos sintetizados.

Tabla 5: Interacciones intermoleculares entre el sitio activo del complejo receptor-correceptor BRI1-BAK1 y
cada uno de los andlogos estudiados.

Interacciones de puentes

Interacciones de caracter hidrofobico (fuerzas de

Asn705

Andlogo de hidroégeno London)
49a Ser647, Tyr597, Tyr642, Trp564, Leu615, Tyr599, Tyr597, Pro648, Tyr642, 11682,
Asn705, His61 I1e706, Phe681, Phe60, Val62, Trp59, Met657, Phe658
49b Ser647, Tyr597, Tyr642, Tyr642, Trp59, Phe60, Val62, 11706, Pro648, Tyr599,
Asn705, His61 Trp564, Met657, Phe658, Leu615, 11e682, Phe681.
49¢ Ser647, Tyr597, Asn705, Tyr642, Trp59, Phe60, Val62, I1e706, Pro648, Tyr599,
His61, Tyr642 Trp564, Met657, Phe658, Leu615, 11682, Phe681.
49d Ser647, Tyr597, Asn705, Tyr642, Trp59, Phe60, Val62, I1e706, Pro648, Tyr599,
His61, Tyr642 Trp564, Met657, Phe658, Leu615, 11e682, Phe681.
49e Ser647, Tyr597, Asn705, Tyr642, Trp59, Phe60, Val62, I1e706, Pro648, Tyr599,
His61, Tyr642 Trp564, Met657, Phe658, Leu615, 11e682, Phe681.
. Tyr642, Trp59, Phe60, Val62, I1e706, Pro648, Tyr599,
1 2-Ser647, Tyr642, His61, Tyr§97, Trp?;z;, Met657, Phe658, Leu615, Ile682,};’he681,

Pro648, I1e592, 11e563.

; ASN 705

X

TYR 597

TYR 642 ‘I

Figura 6.1. Modo predictivo de union de 49b en el sitio de unién de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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ASN 705

TYR 597

2z

Figura 6.2. Modo predictivo de union de 49a en el sitio de union de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).

<.

ASN 705

SER 647

Figura 6.3. Modo predictivo de union de 49e en el sitio de unién de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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ASN 705

Figura 6.4. Modo predictivo de union de 49d en el sitio de union de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).

YSN 705 \&/
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Figura 6.5. Modo predictivo de union de 58 en el sitio de union de BRI1-BAK1 (PDB 4M7E).
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