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RESUMEN

Los brasinoesteroides (BRs) son una clase de hormona vegetal que se caracteriza por
promover el crecimiento de las plantas y la proteccion al estrés abiodtico y biético. Los BRs
se encuentran en muy bajas concentraciones, debido a esto la sintesis de estos compuestos
es una alternativa viable para la obtencién de éstos. Por otra parte, la economia chilena
basada en la mineria ctuprica conlleva a la contaminacién en suelos agricolas por la
extraccion y produccién de este mineral; en base a esta problematica se busca obtener
nuevos analogos de BRs, para la proteccion de las plantas debido al estrés causado por la
presencia de cobre en los suelos. Para esto, se ha propuesto sintetizar inicialmente los
compuestos, 27a,27b y 29b los cuales no fueron posibles separar por métodos tradicionales
de cromatorgrafia en columna y/o re-cristalizaciones. Sin embargo, se sintertizaron los
compuestos 26a/26b, 27a/27b, 28a/28b, 29a/29b, 35a/35b, obteniendo los nuevos
analogos 35a y 36a. Las sintesis de los nuevos analogos se realizaron desde el Acido
hiodeoxicolico (16). Los compuestos sintetizados fueron caracterizados por técnicas
espectroscopicas combinadas (FTIR, 1H y 13C NMR, 2D HSQC, 2D HMBC y GCMS). Estos
compuestos fueron sometidos a dos tipos de bioensayo para determinar la actividad
biolégica. El primero fue el test de inclinacion de la ldmina de arroz (RLIT), mediante la cual
se seleccionaron a los compuestos mas activos para estudiar su efecto sobre la germinacion
en semillas de tomate bajo condicién de estrés in vitro por la presencia de Cobre (Cu) a 80
uM. Los resultados de RLIT demuestra que los andlogos de Brs 26a/26b, 27a/27b,
35a/35b y el compuesto puro 35a fueron activos. Sin embargo el analogo 35a/35b
present6 la mayor actividad de elongacion celular vegetal, con un promedio de 86% de
incremento, comparado con el control negativo (agua). Sin embargo para analizar la
importancia de la actividad de la cadena lateral se seleccionaron los compuestos 26a/26b,
27a/27b y 35a para evaluar el ensayo de germinacion; determinando que la mezcla de
epimeros 26a/26b fue efectiva en ambos casos con y sin la aplicacién del CuSO4 a las
concentraciones de 1x10-8, 1x10-7 y 1x10-¢ [M]. El analogo 26a/26b presenta glicoles en los
carbonos C-22 y C-23 con configuracién mayoritaria S en C-22, lo que podria estar
estimulando una mejor respuesta en los parametros de germinacién de tiempo medio de
germinacion (MT), tasa de germinacién (MR) y peso seco (PS). Finalmente se demuestra, a
través de todos estos resultados biologicos, que la mezcla de analogos 26a/26b, con
variacién en cadena lateral del tipo 24-nor y fusién de anillos A/B de tipo cis, al ser aplicada
de forma exdgena mejora la respuesta en germinacién bajo la presencia del metal pesado

Cobre (Cu) sobre semillas de Lycopersicum sp.

Palabras claves: brasinoesteroides, acido hiodeoxicélico, sintesis de analogos de

brasinoesteroides, promotor de germinacion vegetal y mezclas epineras de BRs.
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ABSTRACT

Brasinosteroids (BR) are a class of plant hormone that is characterized by promoting plant
growth and protection from abiotic and biotic stress. BRs are at very low losses, because this
synthesis of these compounds is a viable alternative to obtain the criteria. On the other hand,
the Chilean economy based on cupric mining involves contamination in agricultural soils by
the extraction and production of this mineral; Based on this problem, new BRs analogs are
sought, for the protection of plants due to the stress affected by the presence of copper in
the soil. For this, it has been proposed to synthesize specifically the compounds, 27a, 27b
and 29b, which were not possibly separated by traditional methods of column
chromatography and/or re-crystallizations. However, the compounds were synthesized
26a/26b, 27a/27b, 28a/28b, 29a/29b, 35a/35b were synthesized, obtaining the new
analogs 35a and 36a. The syntheses of the new analogs were made from the Hydeoxycholic
Acid (16). The synthesized compounds were characterized by combined spectroscopic
techniques (FTIR, 'H and 3C NMR, 2D HSQC, 2D HMBC and GCMS). These compounds were
subjected to two types of bioassay to determine biological activity. The first was the rice leaf
inclination test (RLIT), whereby the most active compounds were selected to study their
effect on germination in tomato seeds under in vitro stress conditions due to the presence
of Copper (Cu ) at 80 puM. The RLIT results show that Brs analogs 26a/26b, 27a/27b,
35a/35b and pure compound 35a were the most active. However, analog 35a/35b showed
the highest activity of plant cell elongation, with an average of 86% increase, compared to
the negative control (water). However, to analyze the importance of the side chain activity,
compounds 26a/26b, 27a/27b and 35a were selected for the germination test. For the
germination test, determining that the mixture of epimers 26a/26b was effective in both
cases with and without the application of CuSO4 at the concentrations of 1x10-8, 1x10-7 and
1x10-¢ [M]. Analog 26a/26b has glycols in carbons C-22 and C-23 with a majority
configuration S in C-22, which could be stimulating a better response in the germination
parameters of average germination time (MT), germination rate (MR) and dry weight (PS).
Finally, it is demonstrated, through all these biological results, that the mixture of analogs
26a/26b, with variation in side chain of the 24-nor type and fusion of A/B rings of cis type,
when applied exogenously improves the germination response in the presence of heavy

metal Copper (Cu) on seeds of Lycopersicum sp.

Key words: brassinosteroids, hyodeoxycholic acid, synthesis of brassinosteroid analogs,

plant germination promoter and epineral mixtures of BRs.
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CAPITULO 1- INTRODUCCION
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Antecedentes generales sobre hormonas y reguladores de crecimiento
vegetal.

Para llevar a cabo el funcionamiento normal de organismos superiores como las plantas,
existen mecanismos de regulaciéon y compuestos que ctuan como reguladores del
crecimiento y desarrollo, los cuales responden a distintos tipos de estrés, tanto bidticos
como abioéticos. En las plantas, las fitohormonas son menores en nimero, comparados con
las que presentan los animales (los que tienen una enorme variedad de hormonas), por lo
que afectan a la mayoria de las células provocando diversas respuestas, siendo ademas
sintetizadas en todas las células y no sdlo en tejidos especificos. Por otro parte, la
acumulacion y efectos de cada una de las fitohormonas son moduladas por influencias
ambientales, de desarrollo, asi como por las actividades de otras fitohormonas. [1, 2].

Estudios pioneros durante el siglo XIX por Julius von Sachs y Charles Darwin demostraron
que diversos procesos de crecimiento de las plantas estan regulados por "sustancias” que se
mueven de una parte de la planta hacia otra [3, 4]. Durante los ultimos afios, el grupo de
hormonas vegetales ha ido aumentando y ahora se incluyen (pero no se limitan a) auxinas
(IAA), giberelinas (GA), acido abscisico (ABA), citoquininas, etileno, acido jasmoénico (JA),
acido salicilico y los brasinoesteroides (BRs); estas pueden actuar en forma antagénica o
sinergica entre ellas (Figura 1). En conjunto estos compuestos regulan todos los aspectos de
la vida de las plantas, desde la formacion de patrones durante el desarrollo a las respuestas
frente a estrés bidtico y abiotico [5, 6]. En las plantas ninguna hormona tiene un control
exclusivo de un determinado proceso fisiologico, cualquier hormona vegetal ejerce efectos

notables sobre la mayoria de las fases del desarrollo de la planta [7].
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Figura 1. Fitohormonas que regulan todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas.
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1.1. Brasinoesteroides

En 1970 se report6 que los extractos del polen de Colza (Brassica napus L.) producian un
efecto de elongacidn en el tallo de frijol. Las sustancias que promovieron este crecimiento se
les llamo “brassinos” [8]. En 1979 se reportd un potente regulador de crecimiento vegetal
llamado brasinélido (1) (Figura 2) que promueve la division celular y crecimiento de las
plantas [9]. Posteriormente, al evaluar los usos practicos del BL se consideré que una acciéon
importante de este compuesto era acelerar la resistencia a varios tipos de estrés abioticos
[10].

Los BRs poseen propiedades promotoras de crecimiento y diferenciacién, actuando en
diversos procesos incluyendo germinacion, crecimiento radicular y elongacion del tallo,
fotomorfogénesis en plantulas y diferenciacion vascular, floracion, fertilidad y senescencia,
ademas de resistencia al estrés biotico y abidtico [11]. Desde el descubrimiento del
brasinolido (1) (Figura 3), el primer BRs [9], mas de 70 analogos han sido identificados en
plantas superiores, algas y hongos [12]. Se han detectado en todos los 6rganos de las plantas
(polen, anteras, semillas, hojas, tallos, raices, flores, y semillas), se producen endégenamente
en muy bajos niveles y se almacenan a muy bajas concentraciones; siendo las semillas de
polen inmaduras la fuente mas rica, encontrandose en un rango de 1-100 ng/Kg de peso
fresco, mientras que en brotes y hojas suele tener una menor concentracién: 0,01-0,1 de
ng/Kg peso fresco [13].

Las mayores concentraciones de los BRs se encuentran en los érganos reproductivos y
tejidos en crecimiento (polen, semillas no maduras y brotes) por lo que esta fitohormona
regula la expresion de numerosos genes desempefiando un papel esencial en el crecimiento
de plantas, morfogénesis y otorgando resistencia al estrés bidtico y abiético [9, 14, 15-18].
Estas propiedades de los brasinoesteroides (BRs) fueron confirmadas y cada vez fue mayor
el interés por investigar las respuestas de las plantas a diferentes tipos estrés [14,19-20].
Los BRs son hormonas de naturaleza polihidroxi-esteroidal de bajo peso molecular que se
incluyen entre las siete familias de hormonas vegetales o fitohormonas [21]. Se encuentran
principalmente en gimnospermas, en planta monocotileddneas, dicotileddneas y en algas
[14, 22-25]. Algunos ejemplos de estructuras de Brasinoesteroides naturales mas comunes
presentes en las plantas, se muestran en la Figura 2.

Otros brasinoesteroides naturales considerados como importantes son 24-epibrasinolido

(2), castasterona (3) y 24-epicastasterona (4). A pesar de que los BRs con C-28 son los mas

4
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recurrentes en la naturaleza, también son conocidos otros BRs con una cadena lateral
esteroide diferente. Entre ellos, 28-homobrassinolido (5) y 28-homocastasterona (6), que
tienen una estructura de 5a-estigmastano, son los mas activos de la serie C-29 [26, 27]. Estos

brasinoesteroides y algunos otros, se muestran en la Figura 2.

OH

G

(e}
brasinolido (1) 24-epibrasinolido (2) castasterona (3) 24-epicastasterona (4)

OH

OH

HO,, HO,,

HOY N HOY 2 HO" ™7 A
o o (e}
28-homobrasinolido (5) 28-homocastasterona (6) 2-deoxi-28-homobrasinolido (7)  28-homoteasterona (8)

O

Figura 2. Estructuras de algunos brasinoesteroides naturales.

La estructura de los BRs tiene un esqueleto comun de 5a-colestano (Figura 3), y pueden ser
clasificados como BRs de 27, 28 o0 29 atomos de carbono, dependiendo de la sustitucion de
grupo alquilo en el C-24 de la cadena lateral (Figura 3). Sus variaciones estructurales se
observan en la cadena lateral, el tipo y orientacion de las funciones oxigenadas presentes en

los anillos Ay B, y el tipo de fusién de estos anillos (A/B cis o A/B trans). [28].
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Figura 3. Diferentes patrones de sustituyentes en los anillos A, B y la cadena lateral de
brasinoesteroides de origen natural.
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1.1. Relacién estructura-actividad relativa de los brasinosteroides.

La bioactividad de BRs se evalda por diferentes tipos de bioensayos cuyos resultados no son
siempre coherentes entre si. La prueba de inclinacién de la ldmina arroz o RLIT (Oryza
sativa) es el bioensayo mas cominmente utilizado en investigacidn, sin embargo, diferentes
grupos han adaptado el protocolo basico de RLIT, ademas, utilizan diferentes cultivares de
arroz, entregando gran variaciéon en los resultados [29]. El ensayo RLIT tiene un limite de
deteccion de 50 ppm para el 4cido indolacético, su limite de deteccién para brasinélido (1)
y 28-homobrasinolido (5) es 0,5 y 5 ppb, respectivamente [29-30]. Ademas de la falta de
normalizacién de los bioensayos, el andlisis de datos también se complica por la
combinacién de sustituyentes, ya que los valores de bioactividad se ven afectadas por la
naturaleza de los sustituyentes, es decir, al pasar de 7-oxa-lactona a 6-cetona se observa que
la actividad relativa disminuye desde 100% a 50% en la mezcla brasinélido/castasterona
(1/3) [31], mientras que la 24-epicastasterona (4) es aproximadamente 3 veces mas activo
que castasterona (3) [32]. A pesar de estas limitaciones, se pueden realizar las siguientes

generalizaciones.

1.2.1. Relacidén estructura-actividad relativa en el anillo A.

El efecto de los sustituyentes en el anillo A ha sido estudiado con cierto detalle dentro de la
serie 28-homo [33] se encontr6 que el cambio en las posiciones de hidroxilos de 2a, 3a (5)
a 2a, 3B en 28-homobrasinolido reduce ligeramente la bioactividad en RLIT (Oryza sativa
cultivar Arborio). Los autores también reportaron que 2-desoxi-28-homobrasinélido (7) y
su epimero 3B (9) (Figura 4) son aproximadamente 10 veces menos activos que 28-
homobrasinolido (5), mientras que el 28-homotifasterol (10) (Figura 4) es
aproximadamente diez veces menos activo que 28-homocastasterona (6) en el mismo tipo
de ensayo, lo que indica que el grupo hidroxilo en la posicién 2a no es indispensable para

provocar la actividad bioldégica promoviendo el crecimiento.
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2-deoxi-3b-28-homobrasinolido (9) 28-homotifasterol (10)

Figura 4. Estructuras de 2-deoxi-3b-28-homobrasinélodo (9) y 28-homotifasterol (10).

En relaciéon a los isémeros 33, como 28-homotesterona (11) también son 10 veces menos
activos que el 28-homobrasinolido (5) y 28-homocastasterona (6), respectivamente. 3-
deshidrotesterona (12), secasterona (13) y 2,3-diepisecasterona (14) muestran,

respectivamente, 74%, 59% y 89% de la actividad relativa de 24-epicastasterona (4) en el

ensayo RLIT [34, 35] (Figura 5).
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Figura 5. Estructuras de algunos brasindlidos y relacién estructura-actividad relativa en el anillo
A.
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1.2.2. Relacion estructura-actividad relativa en el anillo B.

La mayoria de los brasinoesteroides mas activos llevan la funcién 6-oxo-7-oxalactona,
seguida en actividad relativa por los BRs 6-ceto. La ausencia de una funcién de oxigeno en el
anillo B disminuye significativamente la actividad relativa de BRs, como en el caso de 6-
deoxocastasterona que muestra sélo el 1% de la actividad relativa de castasterona (3) [36].
También se confirmé que los BRs 6-desoxo son practicamente inactivos [37]. La
transformacion de la 6-oxo-7-oxalactona a 6-oxa-7-oxolactona o éter reduce drasticamente

su actividad relativa (Figura 6) [38-40].

i

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

()]

(0]
6-0xo0-7-oxalactona

< Incremento de Ia actividad

Figura 6. Efecto en la actividad biolégica de la funcionalizacién relativa en el anillo B.

1.2.3. Relacidén estructura-actividad relativa en la fusion de los
anillos A/B

Los analisis sobre la relacion de estructura-actividad fueron llevados a cabo por Brosa et al.
(1996), en los que utilizaba los analogos de Brasinoesteroides para el analisis de actividades
bioldgicas. En los cuales contribuia en gran parte la distribucion de los grupos hidroxilos y
la fusion de anillos A/B cis o trans, los que dependen de la actividad bioldgica encontrada.
En el anillo A/B cis no natural, ha presentado en pruebas de RLIT resultados sorprendentes.

[41]

Como parte de la bibliografia de los BRs, se demuestra la que la fusion de anillo A/B trans
(Figura 7) obtiene una buena actividad relativa medida a través de RLIT [42-43]. Esto

depende de la estructura que presente el BRs.

En esta investigacion se trabajara en la fusion de anillo A/B cis. En BRs de la serie 5 (fusiéon
de anillos A/B cis), el anillo A también asume una conformacién “silla”, pero se establece casi
perpendicularmente al plano formado por los anillos B, C y D (Figura 7). Aunque BRs con

una fusién de anillo cis (configuracion 5B) aun no han sido aislados a partir de fuentes
8
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naturales, sélo se han sintetizado algunos analogos. La fusion cis de anillos A/B, junto con

una funcién diol 23, 3 son caracteristicos en los ecdisteroides [44]

CH, CH;
H
Ifl H H
L] » L] )
L] > il p =2 ”
Pepadying Taiiae
. ‘_,_,-4
Fusién de anillos A/B trans Fusién de anillos A/B cis

Figura 7. Conformaciones espaciales del nticleo esteroidal de 5a-colestano y 53-colestano con
fusion de los anillos A/B tipo trans (izquierda) y con fusién de los anillos A/B tipo cis (derecha)
optimizacién espacial realizada con herramienta mm2 dynamics, cambrid cambridgesoft®, ma
02451 usa.

En las estructuras de los nuevos BRs activos se encuentra la fusion de anillos A/B cis, los que
tienen actividades biolégicas en diferentes rangos medidas por RLIT, algunas de estas se

muestran en la Figura 8:

e En la investigacion reportada por Espinoza et al. (2000), los analogos de BRs I y II
(Figura 8) mostraron una alta actividad bioldgica. Ambos analogos tienen fusion de
anillo A/B cis y una funcién hidroxilo en C-3 a. [45]

e En otro estudio reportado por Espinoza y Cortés (2002) el analogo V demostré alta
actividad bioldgica ensayada en los tests de elongacion de hipocétilos y expansidon
de cotiledones del rabano. [47]

e En el estudio reportado por Pérez (1998) se demostrd que los analogos VI y VII

(Figura 8) poseen actividad biolégica la que fue examinado por la prueba del rabano.

[48]

Finalmente, en el estudio informado por Brosa et al. (1996) de la actividad bioldgica de los
analogos III, IV, VIII y IX (Figura 8), demostraron obtener el mismo rango de actividad. Esta
actividad fue medida a través de la prueba de la inclinacién de lamina de arroz, de la variedad

de Bahia. Aunque las estructuras de ellos fueran diferentes.
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En el andlogo VIII la fusion de anillo A/B es trans y en su anillo A posee diol 2a y 3a, en
cambio el analogo IX su fusién de anillo A/B es cis y su anillo A posee diol 23 y 3 a pesar de
su diferencia estructural, presentaron el mismo valor como resultado en la actividad
biolégica medida a través de RLIT de 94%, demostrando que la alta actividad bioldgica

depende principalmente de las interacciones de los grupos funcionales que se encuentre en

los anillos, independiente que sus anillos sean cis o trans. [49]

AcO™”

Figura 8. Estructuras del I-VII y IX con funcién de anillo A/B cis (5B) y funcién de anillo A/B trans
(5a) con actividad biolégica.

1.2.4. Relacidén estructura-actividad relativa de la cadena lateral.

En el afno 1980 se reportd la sintesis y la alta actividad biolégica de 22, 23 diepi-28-
homobrasinolido (15) de RLIT (Oryza sativa cultivar Kinmaze) la que obtuvo un dngulo de
120°, aumentando en 97° comparado con el control [50-51]. 28-homobrasinolido (5) y 28-
homocastasterona (6) presentaron 100 y 87% de la actividad relativa comparada con el

brasindlido (1) y castasterona (3) respectivamente, en RLIT (Figura 9) [29, 52].
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Figura 9. Estructura de 22,23-diepi-28-homobrasindlido (15) y efecto en la actividad biolégica de
los sustituyentes en la cadena lateral.

1.1. Generalidades sobre sintesis de brasinoesteroides.

Hay dos enfoques conceptualmente diferentes a la sintesis de esteroides: sintesis total y
sintesis parcial. El primer enfoque implica la sintesis de toda la estructura esteroidal a partir
de precursores simples. Practicamente todas las sintesis informadas para la obtencién de
brasinoesteroides naturales y sus analogos corresponden a la estrategia de sintesis parciales
[52-53], lo que implica la introduccién de los grupos funcionales necesarios en el nucleo
esteroidal y por otra parte la construccién de la cadena lateral. El primer problema que debe
ser resuelto en sintesis parciales de BRs es la eleccién de un material de partida apropiado,
preferiblemente uno que retina el maximo de similitud estructural o que se pueda modificar
en forma relativamente sencilla. Es importante tener grupos funcionales en el compuesto de
partida que puede ser transformado en aquellos que son caracteristicos de BRs. Para
preparaciones a gran escala, la disponibilidad del material de partida es un factor
determinante. Algunas otras posibilidades son ofrecidas por los derivados de acidos célicos,
por ejemplo, dcido hiodesoxicolico (16) son abundantes y su uso principal ha estado dirigido

hacia la produccion de hormonas farmacéuticas esteroides.

1.1. Uso de 4cidos célicos en la sintesis del Brasinoesteroides y sus
analogos.

Los acidos biliares como el hiodeoxicélico (16), quenodesoxicélico (17), colico (18)
y desoxicolico (19) (Figura 10), se han utilizado como sustratos de partida para la sintesis
de un importante nimero de andlogos de brasinoesteroides, manteniendo la funcién

11
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carboxilica o éster metilico en la cadena lateral. Sin embargo, el acido hiodeoxicélico (16),
es el que se ha utilizado mayormente, dado que contiene las funciones organicas en
posiciones adecuadas para modificarse, y de esta forma generar los requerimientos

estructurales en el anillo A y B de los brasinoesteroides activos.

COOH

HO™ ; Ho™
acido hiodeoxicolico (16) acido quenodesoxicolico (17) acido célico (18) acido desoxicélico (19)

Figura 10. Estructuras de algunos acidos biliares naturales utilizados en la sintesis de analogos
de brasinoesteroides.

Una importante recopilacion de antecedentes sobre la sintesis y evaluaciones
biolégicas de derivados de brasinoesteroides preparados a partir de dcido hiodeoxicélico
(16), describe la obtencién de andlogos, con diferente largo en la cadena lateral,
manteniendo las funciones carboxilicas y ésteres metilicos, como también las diferentes
estrategias utilizadas parala construccion de la cadena lateral de los brasinoesteroides [54].
De esta forma fue descrita la sintesis de los compuestos 20 y 21 (Figura 11) [55], donde 20
mostré una alta actividad en los ensayos del primer y segundo internodo de habas [56].
Mientras que los compuestos 22 y 23 (Figura 11), mostraron un leve efecto en el ensayo de

la inclinacién de la lamina de arroz a concentraciones entre 1-0,01x10-¢ M [57].

CO,H OH OH

O

CO,CHs ' CO,CHs

HO,,

HO' HO' 25~0 54 HOY 22 HO" a

) 0]

23

H

Figura 11. Estructuras de algunos derivados de dcido hiodeoxicélico con efecto en crecimiento
vegetal.
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Hasta el momento y desde la revisién bibliografica, se sugiere que aparentemente los
requerimientos estructurales postulados para que un brasinoesteroide presente una alta

actividad biolégica, pueden resumirse de la siguiente forma:

Debe contener funciones: cis 2a, 3a-glicol en el anillo A.
Funcién 6-ceto o 7-oxalactona en anillo B.

Fusioén de anillos A/B de tipo trans.

B N

En la cadena lateral se requiere de funcion cis glicol en los carbonos C-22 y C-23
preferentemente con configuraciones 22-R, 23-R y un grupo sustituyente de tipo

metilo o etilo en el carbono C-24.

Los requisitos de los Brasinoesteroides, mencionados anteriormente, no estan del
todo claro. Las actividades bioldgicas que muestra cada uno, depende de la estructura y
grupos funcionales que presente cada molécula. Al trabajar con modificaciones
estructurales; en sintesis; organicas, por lo general se modifica su cadena lateral y la
estructura de sus anillos, junto a los grupos funcionales que se encuentren en ellos. Cada
cambio que se realice a su cadena lateral como cadenas laterales mas cortas, diferentes
funciones oxigenadas, cadenas de tipo espirostanicas, sustituyentes aromaticos y ciclicos,
cadenas laterales sin funciones oxigenadas, con funciones carboxilicas, ésteres, epoxidos,
acetatos, amidas, etc [21,58], permiten que su funcionalidad sea mayor o menor, las que
juegan un rol importante para la actividad biolégica de cada uno. Lo mismo ocurre con los
anillos, donde la funcionalidad de los anillos A/B puede ser cis o trans, también se puede
jugar con las interacciones y posiciones de sus sustituyentes, los que pueden ser grupos
hidroxilos, metoxilos y lactonas, que se encuentran los anillos A y B. Estas variaciones en la
posicién y estereoquimica se modifican con facilidad en el desarrollo de la sintesis. Sin
embargo, alin no se tiene claro una posicion exacta en el esqueleto de los Brasinoesteroides
para estas funciones, pero estos se pueden modificar con facilidad y asi aumentar su

actividad bioldgica.
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1.1. Problematica de la presencia de metales pesados en Chile.

Chile en el siglo XX se enfocd principalmente en el desarrollo de las industrias mineras [59].
Sin embargo, en esa época, no se consideraba el impacto ambiental que causarian dichas
industrias. Hoy en dia se sabe, que las emisiones atmosféricas generadas por las industrias,
por ejemplo, industrias fundidoras de metales causan dafios importantes en el suelo de las
zonas aledafias, afectando principalmente a la vegetacion, dafio que es causado por la falta
de normas ambientales que regulan las emisiones de gases sulfurados y nitrogenados y de
materiales particulados (metales y metaloides) [60].

En regiones de Chile, como Los Andes, La Ligua, San Felipe, Quillota y El Trebal, se encuentra
suelos contaminados con metales pesados como el: Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobre (Cu),
Cromo (Cr), Mercurio (Hg), Molibdeno (Mo), Niquel (Ni), Plomo (Pb) y Selenio (Se). En la
Zona de El Trebal se presenta, una mayor cantidad de As con 17,1 mg*Kg! de un
41 mg*Kg! de Concentraciéon Limitante Contaminante (CLC), en la Zona de los Andes las
concentraciones mayores de los metales pesados son, Cu el cual presenta 1.303 mg*Kg! de
1.500 de CLCy Pb con 27,85 de 300 mg*Kg-! como CLC [61].

Entre los afios 1981 y 1990, se desarrollaron dos estudios prospectivos del contenido total
de As, Cd, Cu, Mo, Pb y (Zinc) Zn, en suelos aluviales entre los rios Huasco (Il Region) y
Simpson (XI Region). Los principales resultados demuestran que: el contenido total
promedio de Cu fue alto en las regiones IV (Valles de Elqui y Limari), V (Valles de Ligua,
Aconcagua y Puchuncavi), Metropolitana (Valles del Mapocho y Maipo) y VI (Valles del
Cachapoal y Tinguiririca). Al comparar los valores minimos y maximos se concluye que estos
valles han experimentado contaminaciéon con Cu, ya que los contenidos totales minimos
flucttian entre 6,3 y 52 mg*Kgl mientras que los contenidos totales maximos fluctdan entre
242 y 3833 mg*Kg! [61-62].

Un estudio realizado en la zona costera de Chile central, muestra como la industria de
Ventanas (V Region) (1986), provoca efectos negativos sobre el suelo y el ambiente
incorporando cantidades de metales en el suelo, los que fueron excedidos en la totalidad del
area, siendo mas afectadas las zonas mas cercanas a la industria. Los contaminantes
determinados entre ellos fueron Cu, Zn, Pb y Cd siendo la zona costera de Chile la mas
afectada con Cu [63]. Encontrandose su deposicion atmosférica la presencia de estas
particulas metdlicas /metaloides (polvo de fundicién; media de 12 ton*d-; [64]),

produciendo un gran dafio a los vegetales y en sus suelos [65]
14
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La restriccion de los contaminantes no se efectué hasta la década de los noventa,
encontrando los suelos dafilados, muy erosionados, acidificados y contaminados con metales
(Cu, Zn, Pb y Cd) y metaloides [63]. Aunque ya se han normalizados los estudios de campo,
se ha demostrado que la acidificacion de los suelos y sus contenidos elevados de metales y
metaloides permanecen hasta hoy [63]. Cabe destacar que, al contrario de los contaminantes
organicos, los metales no se biodegradan y generalmente se presentan en formas inmoviles,
lo que supone un elevado tiempo de residencia en el ambiente [66]. Por lo tanto, es mas
dificil descontaminar toda la zona y menos factible poder proteger las cosechas que se

encuentran en esos suelos.

1.1. Antecedentes de brasinoesteroides con actividad protectora en
plantas por contaminaciéon de metales pesados.

Por otra parte, y de acuerdo a lo mencionado referente al gran nimero de actividades
biolégicas que ha demostrado el brasinélido (1), sus andlogos naturales y derivados
sintéticos, existe una propiedad recientemente estudiada y de interés para los
investigadores en la linea de estrés abidtico, la cual esta relacionada con la capacidad que
tendrian estos compuestos para proteger a las plantas de contaminacion por metales
pesados.

En un estudio comparativo de metales pesados, en los que se trabajé con Mn, Zn, Cuy Co a
diferentes concentraciones (0, 25, 50 y 100 mg*L-1) en plantulas de Brassica juncae L., se
demostré que el 24-epibrasindlido (2) (Figura 2) posee mayor actividad biolégica
inhibiendo el estrés por Co a la concentracién de 1x10-7 M. A esta misma concentracion, se
obtuvieron mejores resultados inhibiendo el estrés causado por los cinco metales. La
concentracion de los metales que provoca un mayor estrés en raiz es de 25 mg*L1, sin
embargo al aplicarse el 24-epibrasinélido (2) se obtuvo un crecimiento en la longitud de las
raices de 4,0 cm aumentando en 1,3 cm comparado con el control y en los brotes se obtuvo
un crecimiento de 4,4 cm aumentando en 2,2 cm comparado con el control [67].

En otro estudio, el 24-epibrasinélido (2) demostré disminuir el estrés causado por el Cu (25
mg/kg) a una concentracién optima de 1x10-7 M en las plantulas Brassica juncae obteniendo
un incremento de 0,6 cm en la longitud del brote de la planta comparado con el control [68].
En un estudio comparativo se evalu6 el efecto de cuatro niveles de cadmio (3, 6, 9, 12 mg*

kg1) en interaccion con los andlogos 24-epibrasinélido (2) y 28-homobrasinolido (5)
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(Figura 2) sobre el crecimiento, rendimiento y calidad del tomate bajo condiciones de
invernadero, resultando que ambos compuestos mejoran el crecimiento (largo de brotes y
raices) en todos los niveles de concentraciéon de Cadmio a diferencia de los tratamientos
cuando no se encuentran presentes los analogos. De los dos andlogos aplicados sobre las
plantas el 24-epibrasinoélido (2) fue mas efectivo en anular el efecto toxico del metal y
favorecer el crecimiento [69].

Ademas, se analizé el contendi6 de enzimas como la peroxidasa (POX), superoxidasa (SOD)
(las cuales utilizan las plantas en defensa por la oxidacién de los metales pesados) y el
contenido de prolina, donde el 24-epibrasindlido (2) demostré ser mas activo,
incrementando el contenido de estas enzimas comparando con el control, entre 10 a 100
mg*L! en comparaciéon al 28-homobrasinolido (5), el cual sélo neutralizé el efecto
perjudicial en la planta [69]. El mecanismo de accion detras de esta respuesta atin no se ha
elucidado. Sin embargo, se ha asumido que este efecto se debe a las diferencias en la
estructura de estos dos analogos. La mayoria de los BRs llevan un grupo alquilo con
orientacion (S) (metilo o etilo) en el C-24 de la cadena lateral. Aunque el 24-epibrasinélido
(2) esta entre las excepciones junto al 24-epicastasterona (4) portando un alquilo de
orientacion (R) en la cadena lateral del ntcleo esteroidal. Se puede concluir que el
impedimento estérico debido a la unién de la molécula 24-epibrasinélido (2) al sitio
enlazante de su receptor lleva a un estado conformacional tridimensional mas distorsionado
comparado con el 28-homobrasinolido (5) [70].

Sin embargo, si comparamos el efecto protector entre el brasindlido (1) y el 24-
epibrasindlido (2) a una concentracion de 1x 10-8 M, en presencia de metales pesados como
Cd, Pb y Cu aplicados a 1x106y 1x104 M, se demuestra que brasindlido (1) favorece el
crecimiento de la plantula Chlorella vulgaris, a diferentes escalas. [70].

A esta misma concentraciéon de 1x108 M en otro estudio se ha demostrado como los
diferentes analogos de BRs, , inhiben el estrés causado por Pb en la plantula de Chlorella
vulgaris, obteniendo una disminucion en la actividad en el siguiente orden: (1) > (2) > (5) >
(3) > (4) > (6) Figura 2 [70], concluyendo que el brasinélido (1) es un mejor estimulante del
proceso de eliminacion, seguido por 24-epibrasindlido (2), los que aumentaron la activacion
de la fitoquelacion (PCs) [71]. La presencia de los metales pesados provoca en la planta la
perdida de clorofila, azucares y proteinas. Con la aplicacion del brasinélido (1), se redujo la
acumulacién de los metales pesados, impidiendo asi la perdida de clorofila, azucares y

proteinas, ademas a modo de defensa se encontrd un aumento en la sintesis de PCs [70,72].
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También cuando se aplica un factor de estrés, a nivel bioquimico, la influencia de 24-
epibrasindlido (2) sobre la degradacion lipidica oxidativa en guisante [73] demostr6 que
cuando las plantas fueron tratadas con una solucién de 10 mg*L-l de este compuesto,
disminuyeron los niveles de los productos de la peroxidacion lipidica particularmente en
condiciones de hipoxia o de medio enriquecido con CO; [74]. Por otra parte, se estudid el
efecto de los BRs sobre el crecimiento de plantas de rdbano Raphanus Sativus L. bajo el estrés
producido por Cd, en este caso, el 28-homobrasinolido (5) fue mas efectivo que 24-
epibrasinélido (2), aumentando la actividad de las enzimas antioxidantes y aumentando el
crecimiento de las plantulas [75].

Igualmente, en otro estudio se determiné el efecto del pre-tratamiento con 28-
homobrasinolido (5), sobre semillas de Brassica juncea L. en presencia de distintas
concentraciones de los metales Ni y Cu observandose un incremento en la germinacion,
crecimiento y actividad de algunas enzimas antioxidantes. La reduccién de la toxicidad
inducida por estos analogos de BRs parece estar asociada al incremento del contenido de
proteinas solubles y acidos nucleicos, asi como al incremento de la actividad de la ATPasa
[76-77].

La alta actividad bioldgica de BRs sugiere un importante rol en la regulaciéon de procesos
fisioloégicos en plantas y también de actividad antiestrés. La aplicacion de BRs en bajas
concentraciones en ciertos estados de desarrollo reducen la absorcion del metal en cebada,
tomates y remolacha azucarera [78].

A modo de resumen, en la Tabla 1, se presentan algunos estudios donde queda demostrado
el efecto de protecciéon y promocién de crecimiento de brasinosteroides sobre algunas

plantas afectadas por estrés abiotico producido por metales pesados.
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Tabla 1. Resumen de antecedentes reportados del efecto de brs sobre la presencia de metales pesados (estrés abidtico) frente a la prote ccién vegetal.

Concentraciéon Concentracion | Crecimiento/Aumento en
Metales Pesados
Planta BRs | Molar Efectiva del Metal comparacion del control Referencia
Estudiados
(M) Efectiva (Longitud de raiz) (cm)
Brassica juncae P.SharmayR.
2 1x10-7 Zn, Mn, Cu, Co, Ni 25 mg/L 4,0/1,3
L. Bhardwaj [67]
P. Sharma, R.
Brassica juncae
L 5 1x10-7 Ni 25 mg/L 4,8/0,2 Bhardwaj, N. Aror, H.K.
' Aroray A. Kumar [76]
Q. Fariduddin, M.
Brassica juncae
5 1x10-6 Cu 50 mg/kg 11,3/5,9 Yusuf, S. Hayat, A.
L.
Ahmad [93]
Brassica juncae Priyanka Sharmay
2 1x10-7 Cu 25 mg/kg 2,8/0,6
L. Renu Bhardwaj [68]
Shamsul Hayat,
Solanum 2,5 3,4/0,9 Mohammed Nasser
1x10-8 Cd 3 mg/kg
lycopersicum 3,2/0,7 Alyemeni A, Syed
Aiman Hasan [69]
Raphanus sativus | 2,5 58/3,1 S. Anuradha, S.S.R. Rao
3x10° Cd 2 uM
L. 6,8/4,1 [75]
6,2/2,6
Brassica juncea 2 1x10-° Ni 0,5Mm Kanwar et al [92]
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Se han postulado dos tipos de mecanismos de accién por el cual actdan los BRs sobre el
estrés producido por metales pesados: Con actividad oxidativa cuando esta presente el Cr,
Cu, Mn y Fe y el otro sin actividad oxidativa cuando se encuentran presentes los metales Cd,
Ni, Hg, Zn y Al [79].

A menudo se liberan grandes cantidades de metales pesados en el suelo. Algunos metales
son esenciales (Mn, Fe, Zn o Cu) y otros letales (Al, Cd, Hg, Ni o Pb), para el metabolismo de
las plantas, dependiendo de la concentracion de cada uno. Estos metales se alojan en la
membrana celular vegetal y existen tres principios basicos que se pueden observar por parte
de la planta para evitar toxicidad: el primero consiste en regular la captacion, reduciendo el
metal (Quelacién), el segundo consiste en la muerte de la célula y el tercero generar un
estado pre-oxidativo, generando especies reactivas de oxigeno (ROS).

Al ingresar el metal en la planta, se activa el sistema de osmoproteccién en forma de defensa
al estrés, incrementando las acuaporinas, osmolitos compatibles (pequefios solutos usados
por células de numerosos organismos y tejidos con estrés hidrico para mantener un
volumen celular), y niveles de acido abscisico. Una respuesta comtn en plantas estresadas
es la acumulacién de prolina, consecuencia del descenso del potencial hidrico celular. Esta
acumulacién, se acompafia de incrementos de las actividades enzimaticas: glutamato
sintasa, pirrolin-5-carboxilato sintasa y pirrolin-5-carboxilato reductasa, e inhibicion de la
prolina deshidrogenasa.

Cuando las plantas son tratadas exdgenamente con BRs bajo el efecto de metales pesados,
se debe destacar que la respuesta de crecimiento de las plantas sometidas a este tipo de
estrés abidtico, se ha asociado de forma general con un incremento del nivel del sistema
antioxidante incluyendo la prolina, con una mayor eficiencia del uso del agua y de la
actividad fotosintética, ademas se mejora la sintesis de fitoquelatinas [80]. El mecanismo de
accion del BRs, se encuentra descrito por Iwona Rajewska et al, en Anexo 1 [80].

Otra potente herramienta para el estudio de las vias de sefializaciéon de BRs en respuesta a
diferentes tipos de estimulos fue el descubrimiento de brasinazole, un inhibidor de la
biosintesis de BRs que induce un fenotipo similar a Arabidopsis thaliana deficiente en BRs
[81]. Potentes inhibidores de biosintesis de BRs en Arabidopsis thaliana y Zea mays se han

descubierto en los ultimos afios, tales como propiconazole, placobutrazol y uniconazol [82].
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Figura 12. Via de sefializacién de brs en la célula vegetal. la molécula de BRs se une al dominio extracelular
del receptor BRI1, lo que conduce a la fosforilacién del dominio serina-treonina quinasa intracelular de BRI1,
permitiendo la disociacidon del inhibidor BKI1 para formar un complejo con un segundo receptor quinasa BAK1.
el complejo activo BRI1/BAK1 permite la propagacidén de la sefial mediante la inactivacién de la proteina BIN2,
que es un regulador negativo de la sefializacién de BRs. las proteinas BES1 y BZR1 son fosforiladas por BIN2 y
estan intimamente relacionadas con activadores transcripcionales de genes inducidos por BRs [83].

Analizando el mecanismo de accion, la senalizaciéon por BRs y las respuestas genémicas
resultantes, se inician con la unién de una molécula de BR a un receptor especifico llamado
BRI1 (Brassinosteroid insensitive-1),localizado en la membrana plasmatica de la célula diana.
La transducciéon de senales en la célula es mediada por fosforilacion y factores de
transcripcidn [84]-[85] (Figura 12), activando la expresién de diferentes genes, incluyendo
alos que estan involucrados en la modificacion de la pared celular y el crecimiento.

Sin embargo, se hace necesario profundizar mas en el mecanismo que utilizan estas
hormonas esteroidales, para disminuir la toxicidad que el exceso de metales pesados
provoca en las plantas.

Es por ello que, debido a la problematica presente en nuestro pais y a las propiedades
biolégicas reportadas referente a este grupo de fitohormonas, se hace interesante investigar

qué efectos tendrian nuevos analogos de BRs sintéticos sobre el proceso de germinacion de
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semillas de tomate, que podrian establecerse y crecer en los suelos dafiados por metales
pesados; principalmente contaminados por Cu, debido a que actualmente en nuestro pais
existen importantes zonas contaminadas (Regiones IV, Vy VI) [62], adicionalmente se tiene
como antecedente bibliografico la eficacia en la protecciéon por compuestos esteroidales
sobre el estrés abiodtico producido en las plantas por contaminaciéon con metales [69]. Por
ejemplo, el estudio mencionado anteriormente del andlogo 24-epibrasinolido (2) en estrés
provocado por Cd, se demostré la eficacia no solo en la proteccion frente al estrés, sino

también a la productividad y calidad de la fruta.
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1.1. Respuesta a estrés por metales pesados

En la investigacién reportada por Nuifiez et al. (2010), las plantas tienen la capacidad de
absorber metales pesados del medio externo y acumularlos en su interior. Las
concentraciones altas de estos metales, incluidos los esenciales para el crecimiento y
desarrollo de las plantas, ejercen efectos toxicos en sus rutas metabdlicas, ya que ellos
pueden, entre otros, bloquear grupos funcionales de moléculas importantes, sustituir iones
esenciales de sitios celulares, desnaturalizar o inactivar enzimas y afectar la integridad de
las membranas de células y organelos [86]. La toxicidad por metales pesados genera una
variedad de respuestas de adaptacién en las plantas. Un mecanismo conocido para la
desintoxicacién de metales pesados es la formacion de quelatos del ién metalico por un
ligando, que puede ser un Aacido organico, aminoacido, péptido o polipéptido. Las
fitoquelatinas son ligandos péptidos que desintoxican a las plantas de los metales
intracelulares y se ha demostrado que en células de Chlorella vulgaris tratadas con plomo,
los brasinoesteroides estimulan la sintesis de fitoquelatinas, resultando el orden de
actividad el siguiente: 1>2>5>3>4>6 [71]. Este mismo autor ya habia demostrado [87] que
la aplicacidon de 2 mezclado con diferentes metales pesados bloqueaba su acumulacion en
estas células y, por tanto, reducia el impacto que este estrés provocaba en el crecimiento y
la concentracién de azicares y proteinas.

La influencia de los BR en la acumulacién de metales pesados (cadmio, cobre, plomo y zinc)
ha sido estudiada en diferentes cultivos, tales como cebada, tomate, rdbano y remolacha y se
ha informado que la aplicacién de 2 redujo significativamente la absorcién del metal. Por
ejemplo, en raices de remolacha (Beta vulgaris), se encontr6 que el contenido de plomo se
redujo en un 50 % [21], al igual que el cobre en plantas de mostaza de la India (Brassica
juncea L. Czern and Coss) [68].Por otra parte, se ha evidenciado que 14 dias después que las
plantulas de nabo (Brassica napus) han crecido in vitro en medio que contiene 2 y cadmio,
este BR redujo el efecto téxico del metal en los procesos fotoquimicos a través de la
disminucién del dafio en los centros de reaccion activos y en los de evolucion de O, del
fotosistema Il y del mantenimiento de un transporte electrénico fotosintético eficiente [88].
Ademas, los autores plantearon que, probablemente, el efecto protector de 2 incremente en
un tejido mas viejo, que es mas sensible al dafio por cadmio.

Algunos autores han informado que el brasindlido mejoré el crecimiento de posturas de

frijol mungo ante condiciones de estrés por aluminio [89]. Ademas, plantulas de mostaza de
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la India cv. T-59 crecidas en solucién nutritiva suplementada con 150 mM de NiCl; y
asperjadas a los 15 dias con soluciéon 1uM de 2, exhibieron a los 30 dias después de la
siembra, un incremento del nivel del sistema antioxidante y la prolina, lo que pudo asociarse
a la proteccion de la maquinaria fotosintética y el crecimiento y, por ende, a una mayor
tolerancia de las plantas al estrés [90]. Con anterioridad, trabajando con plantulas de la
misma especie y cultivar, otros autores encontraron que la aspersién foliar con 0,01 pM de
5 revirti6 en cierta medida la reduccién que en el crecimiento provoco el estrés por cadmio
[91]. En otro estudio el efecto de 2 en Brassica juncea provoco una actividad mayor en el
crecimiento a concentraciones menores de 10- [M] en contra del Niquel a 0,5 Mm [92]

Mas recientemente, se demostro que el tratamiento de semillas de esta especie con 5 mejor6
el crecimiento y los indicadores fotosintéticos en plantulas crecidas en presencia de cobre y
sugirieron que el incremento en las actividades de las enzimas antioxidantes, asi como en
los niveles de prolina, fueron los responsables de la reversion de los efectos toxicos que
provoca el exceso de este metal en las plantas [93].

En experimentos realizados con plantas de garbanzo (Cicer arietinum) cv. Uday, se demostrd
que la aspersion foliar con 0,01uM del compuesto 5 mejord, de forma general, el
comportamiento de las plantas ante la presencia de cadmio en el suelo, asocidndose esta
respuesta al incremento significativo del sistema antioxidante estimulado por este
compuesto [94]. Se conoce que uno de los mecanismos para la extraccion del metal es la
biosorcidn, que se basa en las interacciones fisico-quimicas entre los iones metalicos y
grupos funcionales presentes en la superficie de la célula. Los grupos funcionales mas
comunmente implicados en estas interacciones incluyen los grupos carboxilos, hidroxilos y
aminos, entre otros, los cuales estan presentes en componentes de las paredes celulares,
tales como los polisacaridos, los lipidos y las proteinas. Todos estos resultados revelan el
efecto protector de las aplicaciones de los compuestos 2 y 5 ante el estrés por metales
pesados; sin embargo, se hace necesario profundizar en las investigaciones para determinar
cual es el mecanismo que utilizan estas hormonas esteroidales, para disminuir la toxicidad

que el exceso de estos iones provoca en las plantas. [77-87]
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1.1. Efecto de los metales pesados en la agricultura del tomate.

El tomate Solanum lycopersicum (denominado con frecuencia Lycopersicum esculentum
Mill.), es uno de los cultivos vegetales mas importantes de la familia Solanaceae, suele crecer
hasta 1000-3000 mm de altura, y posee un tallo débilmente lefioso, su fruto es comestible,
de colores brillantes, generalmente rojo, y pese a que botdnicamente es una fruta,

generalmente se le considera un vegetal [95].

Aunque, el tomate es nativo de américa central y Sudamérica, debido a su importancia
nutricional y econémica se cultiva a nivel mundial. Nutricionalmente, es una fuente
importante de vitamina C, potasio, acido félico, flavonoides y carotenoides, como el licopeno,
lo que le confiere propiedades antioxidantes, por lo que puede contribuir a disminuir el
riesgo de enfermedades cardiovasculares y cancerigenas [96]. En términos econdmicos, en
el afio 2018, la produccién mundial de tomate fresco alcanz6 160 millones de toneladas a
nivel mundial [97], constituyendo uno de los mayores cultivos de hortalizas, siendo sélo
superado por la papa. En Chile, el tomate es una de las hortalizas mas cultivadas, en cuanto
a superficie y produccion. En el afio 2011, obtuvo la posicién 40t en superficie mundial, con
13.864 ha, y 24t en produccidn, con 872.485 toneladas. [98]. Actualmente, entre los meses
de enero y mayo del afio 2020, se han obtenido 149.916 toneladas de tomate, los cuales son
comercializados como productos frescos o derivados tales como jugos, salsas, tomates en
trozos, rodajas, triturados, pulverizados o secos [97]. Esta alta produccién de tomate, se
debe a que constituye parte importante de la alimentacién de la poblacién chilena, ocupando
el primer lugar, en la canasta del hogar (ponderando el 0,32%, de la canasta total), lo que
implica que es la hortaliza a la que se destinan mas recursos, de acuerdo a datos

proporcionados por el Instituto Nacional de Estadisticas (INE 2007)[97].

Una de las ventajas que proporciona el cultivo de tomates es que es una planta perenne,
tierna, calida y dado su rusticidad, posee una amplia tolerancia climatica, cultivindose en
regiones tropicales y templadas en todo el mundo, ya sea mediante cultivo en campo abierto

o invernadero [99].

Un aspecto importante a considerar para la obtencién de una buena produccién y un buen
cultivo en este tipo de plantas, se relaciona con las etapas de germinacion, crecimiento y

emergencia de la radicula a través de las cubiertas seminales. La germinacién de la semilla
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es una etapa critica, porque el resto de la vida de la planta depende directamente de la tasa
de germinacion. Ademads, silas semillas no alcanzan la fase de crecimiento de forma eficiente,
no pueden retornar a etapas previas, y en caso que las condiciones del medio no sean
favorables, la semilla morira. Por otra parte, una vez que la radicula ha roto las cubiertas
seminales, inicia el desarrollo de la plantula, esto implica un proceso complejo, que requiere
un elevado gasto energético proveniente de las reservas nutritivas de la semilla [100],
implicando un incremento en la actividad metabolica, y por consiguiente, de nutrientes

esenciales para la planta.

Dentro de los nutrientes minerales esenciales se distinguen los macronutrientes, que
corresponden a aquellos de mayor requerimiento y que a su vez, se encuentran en mayor
proporcidn. Existen dos clases, los primarios tales como: Nitrégeno (N), potasio (K) y calcio
(Ca) y los secundarios como: fésforo (P), magnesio (Mg) y azufre (S). Por otra parte, aquellos
nutrientes esenciales requeridos en menor proporcién en la planta se denominan
micronutrientes, algunos son: zinc (Zn), manganeso (Mn), cobre (Cu), hierro (Fe), boro (B),
molibdeno (Mo), cloro (Cl) y, finalmente, pero sin importancia practica, el niquel (Ni) [101].
En este contexto los suelos agricolas constituyen un recurso natural de gran importancia,
dado que la superficie terrestre funciona como un reactor natural y un habitat de
organismos, asi como soporte de infraestructura y fuente de materiales no renovales. Sin
embargo, pese a que este suelo proporciona el medio y los nutrientes necesarios para el
correcto crecimiento y desarrollo de la planta, es vulnerable a la contaminacién por metales
pesados, debido a que esta expuesto al empleo de agroquimicos que contienen metales
pesados, también a aguas residuales y a la contaminacion aérea que generan las actividades
mineras e industriales [102-103]. De esta forma, la biodisponibilidad de estos metales es
importante, ya que se pueden encontrar en el suelo en solucién como iones de metales libres
y/o como complejos metdlicos solubles, absorbidos en sitios de intercambio de los
constituyentes inorganicos del suelo, ligados a la materia organica, precipitados como
oxidos, hidréxidos, carbonatos o formando parte de minerales silicatados [104].

La biodisponibilidad de estos metales pesados en el suelo corresponde a la concentracion de
metal que estd disponible para los microorganismos y las plantas y depende de las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, por ejemplo, de pH, contenido de materia organica,
arcilla, 6xidos de hierro, potencial redox e interacciones de equilibrio [105-106]. Dentro de
estas propiedades, el factor pH, es el mas importante, debido a que influye fuertemente en

la solubilidad y en la especiacion de los metales en el suelo. La disminucién del pH en una

25



Programa de Magister en Ciencias, mencidén Quimica

unidad provoca un aumento de hasta dos veces la concentraciéon de Zn2+, Ni2+ y Cu2*

biodisponible [105-107].

De esta forma, hay que considerar que si bien los metales pesados disponibles en el suelo,
en una proporcion adecuada son beneficiosos para las plantas, en exceso pueden ocasionar
graves dafios en estas, tales como inhibicién de la germinacién y crecimiento celular,
disminucion de la respiraciéon en las raices e interferencia con varias enzimas. Ademas,
modifican la estructura y funcionamiento de la membrana plasmatica, reducen e interfieren
en la toma de agua (proceso fundamental en la germinacién), en el trasporte y metabolismo
de varios nutrientes esenciales [61]. En un estudio realizado por Zucconi et al. Evaluaron el
efecto de la contaminacién de Zn(II), en semillas de Lechuga, empleando el siguente método
[108]. Para ello, a una cipsula Petri se deposit6 un disco de papel filtro Whatmann N°3, luego
se procedi6 a embeber el papel filtro con 5 ml de un extracto 1:10 (50 g mezcla: 500 ml agua
destilada), cada tratamiento fue realizado por triplicado. Posteriormente, se depositaron 20
semillas de lechuga, dejando espacio suficiente para permitir la elongacién de las radiculas.
Se procedid a cubrir las cadpsulas y se trasladaron a una cdmara de germinacion, para realizar
el proceso de incubacidn, en oscuridad, durante un periodo de 120 horas y a una
temperatura de 22°C (+ 2). Como control negativo se empleé agua destilada, a fin de
asegurar una buena germinacién y para el control positivo se utilizé una disolucién de una
sal de Zn(II), con el objetivo de asegurar una inhibicién total. Como resultado se instituy6
que este bioensayo es importante para determinar la madurez de los biosé6lidos y sus niveles
de toxicidad sobre las semillas. Los resultados de la evaluacién del control positivo donde se
aprecia que una concentracién igual a 0,001 molar de Zn (1I) es suficiente para producir una
inhibicién cercanaal 50% de las semillas. [109]. Hay que considerar que la germinacién debe
estar por sobre el 50% para considerar que no produce efectos negativos sobre las plantulas
[110].

Otros efectos de germinacion se han observado en las semillas de A. cepa, B. vulgaris, O. sativa
y R. sativus. El bioensayo consisti6 en agregar 5 semillas en unos envases que contenian dos
trozos de papel absorbente con diferentes concentraciones de los metales Cré+, Hg*2 6 Pb+2
por envase. El agua utilizada para los ensayos bioldgicos consistid en una soluciéon
hidroponica con las caracteristicas descritas por lannacone et al. (2000) [111]. La prueba se
realiz6 bajo condiciones de oscuridad. La duracion de la prueba fue de 192 h (8 dias). Los
indicadores para el bioensayo fueron el crecimiento de la radicula (mm) en comparacién con
el control. Los bioensayos se realizaron a una temperatura de 22 = 32C. Como resultado
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obtienen que las semillas de B. vulgaris debido a su mayor sensibilidad a la accion de los tres
metales, podria usarse para el monitoreo ecotoxicolégico de suelos contaminados por
relaves mineros. En contraste, las especies de plantas mas tolerantes a los tres metales
pesados, como R. sativus y A. cepa, permiten su uso para la revegetacion en suelos afectados

por la mineria [112].
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PROPUESTA

A partir de la revision bibliografica, los requerimientos estructurales necesarios para que un

brasinoesteroide presente una alta actividad biolégica, se pueden resumir de la siguiente

forma:
1. Debe contener funciones: cis 2a, 3a-glicol o 3a-monohidroxilada en el anillo A.
2. Funcion 6-ceto, 6-ceto-7-oxalactona o 7-ceto-6-oxalactona en anillo B.
3. Fusioén de anillos A/B de tipo trans.
4. En la cadena lateral se requiere de funcion cis glicol en los carbonos C-22 y C-23

preferentemente con configuraciones 22R, 23R y un grupo sustituyente alquilo de

tipo metilo o etilo en el carbono C-24.

Sin embargo, los requisitos 2 y 4 parecen estar en contradicciéon con las actividades
biolégicas mostradas por un importante nimero de analogos de BRs, en los cuales se
observan modificaciones estructurales considerables en la cadena lateral en comparacion
con los BRs naturales, por ejemplo: cadenas laterales mas cortas, diferentes funciones
oxigenadas, cadenas de tipo espirostanicas, sustituyentes aromaticos y ciclicos, cadenas
laterales sin funciones oxigenadas, con funciones carboxilicas, ésteres, epoxidos, acetatos,
amidas, etc. Segun la informacién recopilada y dada la diversidad de posibles estructuras
encontradas en la cadena lateral, se establece que los requerimientos estructurales de la
cadena para que estos analogos presenten actividad biolégica no estarian del todo claro.
Aspecto similar observado en aquellos analogos que presentaron actividad bioldgica

conteniendo fusién de anillos A/B de tipo cis.

En base a estos antecedentes bibliograficos expuestos se plantea determinar el efecto de la
aplicacion de nuevos anadlogos de BRs sobre el proceso de germinacion en semillas de tomate
in vitro enpresencia de Cobre (Cu) a distintas concentraciones. Estos analogos tendran en su
estructura cadena lateral del tipo 24-nor derivada del acido hiodeoxicélico (16), funciones
C-22 (S), C-22 (R) y C-23 dihidroxilado, también C-22 (R) y C-23 ep6xidado, ademas de C-22
(S) monobenzoilado y C-22 (S) y C-23 dibenzoilados, con funcién 3a,6a-dihidroxilada en

anillo A y B y fusién de anillos A/B de tipo cis. Los que corresponden a los compuestos
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26a/26b, 27a/27b, 28a/28b, 29a/29b, 35a/35b y los compuestos puros 35a y 36a.
(Figura 13).

Figura 13. Estructuras de los compuestos objetivos de sintesis.
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HIPOTESIS

Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos sefialados anteriormente, la hipdtesis

planteada para desarrollar esta investigacion es la siguiente:

“Nuevos analogos de Brasinoesteroides con variaciones estructurales en la cadena lateral
del tipo 24-norcolanos, con fusién de anillos A/B de tipo cis, al ser aplicados de forma
exdgena bajo la presencia del metal pesado Cobre (Cu) influyen positivamente en los
pardmetros de germinacidn in vitro en semillas de Lycopersicum sp. Ademas al ser aplicados

de forma ex6gena influyen en la inclinacién de ldmina de arroz ILA”
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CAPITULO 2- OBJETIVOS
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Objetivos Generales

Sintetizar nuevos analogos 27a, 27b, 29b, 35a y 36a de brasinoesteroides desde acido
hiodeoxicoélico (16) y evaluar sus actividades bioldgicas de promocién de elongaciéon y sobre
el proceso de germinacion bajo estrés abidtico provocado por la presencia del metal pesado

(Cu) en semillas tomate.

Objetivos especificos

1. Sintetizar los intermedios 24-26a y analogo 27a indicados en el Esquema 1 desde
acido hiodeoxicdlico (16), caracterizar los productos obtenidos por métodos fisicos
y espectroscopicos.

2. Sintetizar el intermedio 28b y andlogo 29b indicados en el Esquema 2 desde el
derivado 25, caracterizar los productos obtenidos por métodos fisicos y
espectroscopicos.

3. Sintetizar los intermedios 30-31 y el analogo 27b indicados en el Esquema 3 desde
el compuesto 26a, caracterizar los productos obtenidos por métodos fisicos y
espectroscopicos.

4. Sintetizar los intermedios 32-34 y los analogos 35a y 36a indicados en el Esquema
4 desde el compuesto 16, caracterizar los productos obtenidos por métodos fisicos
y espectroscépicos.

5. Evaluarla actividad bioldgica promotora de elongacion de los analogos finales (27a,
27b, 29b, 35ay 36a), comparar los resultados de esta actividad entre ellos, usando
como control negativo el agua y control positivo el Brasinolido (1), mediante el
bioensayo de inclinacién de la lamina de arroz.

6. Determinar el efecto del o los analogos de BRs mads activo resultante del objetivo 4
sobre el proceso de germinacion de semillas de Lycopersicum sp bajo condiciones de

estrés por la presencia del metal pesado Cobre (Cu).
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CAPITULO 3- METODOS EXPERIMENTALES
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Sintesis Quimica General

Los procesos de sintesis de los nuevos analogos de brasinoesteroides (27a, 27b, 29b, 35a y
36a) seran llevados a cabo en el Laboratorio de Sintesis Orgéanica y Productos Naturales,
Departamento de Quimica, Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile. La
estrategia sintética parala obtencion de los nuevos analogos de brasinoesteroides, propone una

primera etapa la sintesis del compuesto 27a, de acuerdo a la ruta mostrada en el Esquema 1.

La formilacion estdndar del acido hiodeoxicolico (16) para la proteccion de los grupos
hidroxilos, produce el derivado 24 [113]. El intermedio olefinico 25 puede ser obtenido por
reaccion de descarboxilacién directa de 24 con Pb(OAc)s o PhI(OAc); segin se ha informado
para la obtencidn de otros derivados olefinicos [114-117]. Dihidroxilacién del compuesto 25
con 0s04/NMMNO, permitird la obtencién de la mezcla de glicoles 26a/26b, produciendo
mayoritariamente el epimero 26a, segtin se ha informado para otros derivados preparados por
este sistema [118-120]. Posterior separacion y purificacién de la mezcla 26a/26b, se espera
obtener el derivado puro 26a, el cual serd saponificado para la obtenciéon de uno de los

productos finales correspondiente al compuesto 27a (Esquema 1).
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Esquema 1. Estrategia de sintesis propuesta para obtener del tetrahidroliados 27a dese el acido

hiodeoxicélico 16.

Considerando que derivados epoxidados en la cadena lateral, representan a estructuras de
nuevos analogos con posible actividad bioldgica, ademas de considerarlos como precursores en
la sintesis de analogos naturales como la 24-epicatasterona [121], se propone la sintesis del

analogo epoxidado 29b desde la olefina 25, de acuerdo con lo indicado en el Esquema 2.

La epoxidacion de 25 se realizard con AMCPB como agente de epoxidacion, utilizado también en
la preparacion de otros analogos [108-109,121]. Esta reaccion producira la mezcla epimérica
28a-28b, donde el epimero mayoritario esperado es el 28b, tal como se indicé para la
epoxidacion de olefinas esteroidales de estructuras similares [108-109]. Finalmente

saponificaciéon del epimero 28b producira el epéxido 29b (Esquema 2) [122].
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Esquema 2. Ruta sintética propuesta para la obtencién del analogo epoxidado 29b desde el derivado

olefinico 25.

Con el objetivo de evaluar la actividad biolégica presentada en analogos con una configuracion
del carbono 22 como 22 (R), y asi contractar el efecto con el analogo 27a, que presenta una
configuracion en el carbono 22 como 22 (S), se propone la sintesis del derivado tetrahidroxilado
27b, que se desarrollara de acuerdo con lo mostrado en el Esquema 3. El sustrato de partida a
utilizar sera el compuesto 26a (obtenido desde el Esquema 1), el cual serd protegido
selectivamente en la posicién C-23, transformando el alcohol primario en un éster de benzoilo,
por reaccion directa de 26a con cloruro de benzoilo, utilizando DMAP como catalizador con lo
cual se espera obtener el compuesto monobenzoilado 30 [122]. La configuracién del carbono en
C-22 (S) se espera invertir utilizando la reaccién de Mitsunobu, utilizando el sistema de DCC o
DIAD en PPH3/CH3;COOH [123-124]. Finalmente, por saponificacion y posterior acidificacion del

derivado 31, se obtendra el analogo 27b, de acuerdo a lo indicado en el Esquema 3[119].
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Esquema 3. Ruta sintética propuesta para la obtencién del andlogo 27b a partir del derivado 26a.

Para la obtencién de los compuestos benzoilados 35a y 36a a partir de acido
hiodeoxicoélico (16) se realizé una reaccidén de acetilacion con anhidrido acético y DMAP,
obteniendo el acido diacetilado 32 [125]. Luego se realiz6 la descarboxilacién con
0s04/NMMNO obteniendo el alqueno 33 [114].

Para acceder a dioles 34a (Esquema 4), se realiza la dihidroxilacién directa de Sharpless sobre
el doble enlace C-22-23 del intermediario 33 con un inductor quiral (sistema DHQD-
CLB/CH3SO2NH>/K>CO3/K3[Fe(CN)s]/0s04) [126-127]. Finalmente se procedié a derivar esta
mezcla selectivamente en la posicién C-23, en forma de ésteres monobenzoatos [128-129],

generando los derivados monobenzoilado 35a y dibenzoilados 36a (Esquema 4).
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Esquema 4. Estrategia de sintesis propuesta para obtener monobenzoilado 35a y dibenzoilado 36a
dese el acido hiodeoxicélico 16.
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Materiales e instrumentaciéon usados en sintesis organica

Cromatografia en capa fina (CCF)

Se utilizaron placas cromatograficas de Silica gel Merck® 60F-254. Las placas fueron eluidas en
mezclas de solventes organicos segun el tipo de compuesto a separar. Los cromatogramas se
revelaron por inmersién en una solucién de acido sulftrico al 10% y posterior calcinacién sobre

una placa calefactora.

Cromatografia en columna de silica gel (CC)

Las separaciones por columna se realizaron con Silica gel Merck® 60 (0,032 - 0,063 mm). Los
eluyentes son mezcla de solventes organicos en polaridad creciente, los cuales se ajustan en

composicién y proporcion seglin los compuestos a separar.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros (1H RMN, 13C RMN, 13C DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC) fueron registrados en
un espectrometro digital Bruker Avance 400, utilizando como solvente cloroformo deuterado
(CDCI3) o metanol deuterado (CD30D) al 99,8%. Los desplazamientos quimicos (6) son
expresados en partes por milléon (ppm) y las constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). Como
referencia se utilizé el desplazamiento quimico de las sefiales residuales para los espectros de
1H: § CDCI3 6 = 7,24 ppm, CD30D (1) 6 = 3,31 ppm, CD30D (2) § = 4,78 ppm; y las senales
residuales para los espectros de 13C: CDCI; & = 77,00 ppm, CD:0D & = 49,2 ppm,

respectivamente.
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Espectrometria de masas de resolucién unitaria (EM)

Los espectros de masas unitarias fueron registrados en un equipo GCMS-QP2010 Ultra
(Cromatoégrafo de Gases-Espectrdmetro de Masas SHIMADZU, Japén, Columna RTx-5 MS,
temperatura de 300 °C, solventes CHClz y CH30H, y rango 70 a 550,10 m/z, lonizacién por

Impacto de Electrones)

Espectroscopia IR

Los espectros de Infrarrojo fueron registrados en un espectrémetro Thermo Scientific Nicolet
6700 FT-IR, usando discos soporte de NaCl. Las frecuencias de absorcion fueron expresadas en

nimero de onda (cm-1).

Puntos de fusiéon

Los puntos de fusién fueron determinados utilizando un instrumento marca Aldrich, modelo

Stuart SMP3. Una vez medidos no fueron corregidos.

Evaluacion de la actividad biolégica de nuevos analogos de
brasinoesteroides (BRs)

El estudio bioldgico de los efectos de los nuevos analogos de brasinoesteroides sobre el
crecimiento y estrés abiotico, se llevaron a cabo bajo la direccién y colaboracion de la Dra. Katy
Diaz Peralta perteneciente al Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Federico

Santa Maria, Valparaiso, Chile.

Bioensayo de inclinacién de la ldmina de arroz (RLIT)
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Para determinar la actividad sobre la elongacién de la lamina de arroz de los analogos de BRs
se utilizaron semillas de arroz (Orysa sativa) variedad Zafiro facilitadas por el Instituto de
Investigaciones Agropecuarias, INIA-La Platina. Las semillas se lavaron y se dejaron en remojo
con agua destilada estéril durante 24 horas, luego se sembraron en
sustrato/perlita/vermiculita (3:1:1).

Una vez que las plantas alcanzaron el tamafio ideal para obtener el segundo internudo de la
lamina, se cortaron los segmentos de la hoja, que consiste en la segunda lamina foliar y la
segunda lamina conjunta y la vaina (5 cm de largo), éstos segmentos se incubaron en 60 mL de
agua destilada estéril y se probaron a distintas concentraciones de brasinolido (1, APE BIO;
control positivo) y analogos de BRs (1x10-¢, 1x107, 1x10-8 M) y control negativo solo llevaba
agua. Después de incubar durante 72 horas a 25°C en oscuridad, la magnitud de la apertura del

angulo se medio entre la hoja y la vaina (Versiéon modificada de Wada et al, 1981)[130].

Efecto de los analogos de BRs sobre el estrés abiotico producido por
Cobre (Cu) en plantas de Tomate.

Preparacion de analogo de BRs

Una vez seleccionado el analogo de BRs mas activo (a partir del resultado en RLIT) se disolvi6
en una cantidad minima de etanol (500 uL) para preparar la solucién madre de 1x10-4 M con
agua destilada estéril. La concentracion de 1x10-6, 1x10-7 y 1x10-8 M se prepard a partir de la

dilucién de la solucién madre.

Efecto de analogos de brasionosteroides en presencia del metal pesado Cobre (Cu)
sobre la germinacién de semillas de Tomate.

Las semillas de tomate (variedad Cal-Ace) fueron obtenidas de SEMILLAS MUSIC®; se
desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio a 0,05% (p/v), luego se lavaron con agua
desionizada tres veces. Una vez que las semillas se esterilizaron, se dejaron sumergidas en los
analogos de brasinoesteroides 26a/26b, 27a/27b y 35a y el Control positivo (1) a diferentes

concentraciones preparadas en etanol/agua (1x10-¢, 1x10-7 y 1x10-8 [M]) por 24 horas. Se
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colocé en cada placa petri una toalla de papel humedecido con agua destilada estéril, en el caso
de los tratamientos donde se aplicaba el metal se humedecié con una soluciéon de Sulfato de
Cobre pentahidratado (CuS0O4x5H20) a una concentracion de 80 uM. Cada tratamiento (Ver
Tabla 2) se realizé por triplicado y en cada replica se depositaron 25 semillas de tomate
empapada en cada solucion de los compuestos. Posteriormente, se incubaron bajo condiciones
ambientales controladas en una camara de crecimiento de plantas BIOBASE; 22/20°C (dia /
noche), 50% HR (dia / noche), en oscuridad, y fueron humectadas con agua destilada esteril o
con soluciéon de Sulfato de Cobre pentahidratado (CuSO4x5H20) cuando fue necesario. Se
monitoreo cada placa petri diariamente para registrar el nimero de semillas germinadas, luego
de una semana transcurrido el ensayo todas las semillas germinadas se secaron en una estufa
a 30°C con su radicula emergida y en algunos casos con su primer cotiledén. Los resultados
fueron transformados seguin la metodologia de Marli A. Ranal [131] obteniendo las variables de
germinacion, peso seco, tiempo medio de germinaciéon (MT) y tasa de germinaciéon (MR). Los
datos obtenidos se analizaron usando la prueba estadistica ANOVA con post-hoc Tukey con el

programa STATISTICA 7 para establecer diferencias significativas (p< 0,05).
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Tabla 2. Disefio experimental de estudio de germinacién de semillas de tomate bajo la aplicacién de
distintos andlogos de BRs y aplicacién de sulfato de cobre.

Solucién Agua Solucién CuS04 80 uM

Tratamiento BRs Concentracion | Tratamiento BRs Concentracion
BRs (M) BRs (M)
1 1 1x10-6 1 1 1x10-6
2 1 1x107 2 1 1x107
3 1 1x10-8 3 1 1x10-8
4 26a/26b 1x10-6 4 26a/26b 1x10-6
5 26a/26b 1x107 5 26a/26b 1x107
6 26a/26b 1x10-8 6 26a/26b 1x10-8
7 27a/27b 1x10-6 7 27a/27b 1x10-6
8 27a/27b 1x107 8 27a/27b 1x10-7
9 27a/27b 1x10-8 9 27a/27b 1x10-8
10 35a 1x10-6 10 35a 1x10-6
11 35a 1x107 11 35a 1x107
12 35a 1x10-8 12 35a 1x10-8
13 Control 13 Control
Agua
CuSO04 80
uM
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Reactivos e insumos utilizados en esta investigacion

Estos reactivos fueron utilizados directamente y sin procesos adicionales de purificacion.

Tabla 3. Reactivos e insumos utilizados en esta investigaciéon (Nimero CAS).

Nombre Marca Ndamero CAS
Acetato de cobre I1 Merck 142-71-2
Acetato de plomo IV Sigma-Aldrich 546-67-8
Acetona p.a. Merck 67-64-1
Acido clorhidrico 37% Merck 7647-01-0
Acido hiodeoxicélico Alfa Aesar 83-49-8
Acido p-toluensulfénico Merck 104-15-4
Acido sulfirico Merck 7664-93-9
Anhidrido acético Merck 108-24-7
Benceno p.a. Merck 71-43-2
Carbonato de potasio Fluka 584-08-7
Carbonato monoacido de | Merck 144-55-8
sodio

Cloroformiato de etilo Merck 541-41-3
Cloroformo p.a. Merck 67-66-3
Cloruro de benzoilo Merck 98-88-4
Cloruro de metansulfonilo | Sigma-Aldrich 124-63-0
TLC Silica gel 60 F;54 Merck 105715 (cédigo Merck)
Diclorometano p.a. Merck 75-09-2
Dimetilfomamida Merck 68-12-2
DMAP Sigma-Aldrich 1122-58-3
Fosfato monoacido de | Merck 7558-79-4
sodio

Acido meta cloro | Sigma-Aldrich 937-14-4
preroxibenzoico (m-CPBA)

Metanol p.a. Merck 67-56-1

44




Programa de Magister en Ciencias, mencidén Quimica

N-Metilmorfolina N-oxido | Sigma-Aldrich 7529-22-8

Piridina Merck 110-86-1

Silica gel para | Merck 7631-86-9
cromatografia en columna

(0,040 - 0,063 mm)

Sulfato de sodio, anh. Fluka 7757-82-6
Cobre(1I) sulfato | Merck 7758-99-8
pentahidrato

Sulfato monoacido de | Merck 7681-38-1
potasio

Tetr6xido de osmio Sigma-Aldrich 20816-12-0
Tiosulfato de sodio Merck 7772-98-7
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Solventes utilizados como eluyentes en esta investigaciéon

Los solventes grado técnico utilizados para este fin fueron purificados por destilaciéon con
columna de fraccionamiento y trampa de humedad, y posteriormente secados con sulfato de

sodio anh. o cloruro de calcio anh.

Tabla 4. Solventes utilizados como eluyentes en esta investigacion.

Solvente Temperatura de captura (2C)
Acetato de etilo 77

Diclorometano 40

n-Hexano 60 - 80

Metanol 64
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Metodologias usadas en la sintesis de los analogos de brasinoesteroides

Sintesis del acido 3a,6a-diformil-53-colan-24-oico 24.

7,
7,
7,

N

CO2H £
CO,H
HCOOH
B
\ HCIO,
HO - Reflujo .
= W 24
OH HCO ™8
acido hiodeoxicolico (16) O,CH

Figura 14. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 24.

En un balén se agregé 2,03 g (5,18 mmol) de Acido hiodeoxicélico (16), 20 mL (529 mmol) de
HCOOH 98-100% y 5 gotas de HCIO4 70-72%. La reaccion se dejo a reflujo con agitacién a una
temperatura de 40 °C por dos horas. Se dej6 enfriar por 20 minutos, y se agreg6 6,50 mL de
Ac;0 a goteo con agitacidn, se dejé 20 minutos con agitacion. Una vez terminada la reaccién se
agreg6 81 ml de agua, se filtr6 al vacio. Se realiz6 un lavado con 50 mL de agua y 50 mL de
EtOAc hasta neutralizar (pH = 7). Una vez neutralizado la fase organica, se le agregé MgS04
como desecante, se filtré y concentré. El producto se disolvié CH,Cl, se mezcl6 con silica fina
(0,032 - 0,063 mm) para ser separado por columna cromatografia, utilizando una mezcla de
Hexano/Acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente (0,2:19,8 = 20,0:0,0), agregando

de 20 mL cada vez. Se obtuvo el derivado 24 con un 95% de rendimiento.

Compuesto 24:

Compuesto de color amarillo claro, goma.

IR vmax (cm-1): 3422(0-H), 2939(C-H), 2869 (C-H), 1742 (C=0), 1723 (C=0). tH RMN & (ppm):
8,04 (s, 1H, HCO,-C3), 8,01 (s, 1H, HCO,-C6), 5,30(dt, /= 12,0 y 5,0 Hz, 1H, H-6), 4,83 (m,1H, H-
3), 2,40 (m, 2H, H-22), 2,26 (m, 2H, H-23), 0,99 (s, 3H, H-19), 0,92 (d,/ = 8,0 Hz, 3H, H-21), 0,65
(s, 3H, H-18).
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13C RMN § (ppm): (C1) 34,92, (C2) 26,13, (C3) 73,55, (C4) 30,68, (C5) 45,38, (C6) 70,91, (C7)
26,40, (C8) 34,63, (C9) 39,85, (C10) 36,13, (C11) 20,66, (C12) 39,80, (C13) 42,89, (C14) 55,89,
(C15) 28,03, (C16) 24,05, (C17) 56,02, (C18) 12,01, (C19) 23,21, (C20) 35,24, (C21) 18,22, (C22)
30,94, (C23) 31,23, (C24) 179,98, (HCO,-C3) 160,60, (HCO,-C6) 160,51.

EM m/z (%): M*: 448 (2,5), 403 (28,7), 341 (23,7), 281 (56,7), 207 (66,4), 197 (19,5), 147
(34,8), 135 (77,2), 85 (30,7), 84 (21,7), 83 (52,3), 77 (21,2), 73 (100).
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Sintesis de 3a,6a-diformil-24-nor-53-23-coleno 25.
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HCO," 1> 24 e HCO; 7 25
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Figura 15. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 25.

Se disolvi6 1,00 g (2,23 mmol) del compuesto 24 en 50 mL de benceno seco y se reflujé a una
temperatura de 90°C y agitacion constante. Luego se agregaron 0,20 g (1,10 mmol) de Cu(OAc)z,
10 gotas de piridinay 2,50 g (5,64 mmol) de Pb(0OAc). en proporciones 1:4 cada media hora. El
término de la reaccidn se monitore6 por TLC a una relacién del 20% de EtOAcy 80% de hexano,
tiempo aproximado de 8 hrs. Una vez termina la reaccion se concentré al vacio y se realiz6 un
lavado con 50 mL de aguay 50 mL de EtOAc.Una vez lavada la fase organica, se le agregdé MgSO.
como desecante, se filtré y concentroé. El producto se disolvié con CH2Cl, se mezcl6 con silica
fina (0,032 - 0,063 mm) para ser separado por columna cromatografia, utilizando una mezcla
de Hexano/Acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente (0,2:19,8 — 20,0:0,0),
agregando de 20 mL cada vez. Se obtuvo el derivado 25 con un 55% de rendimiento.
Compuesto 25:

Compuesto de color blanco, sélido polvo.

Punto de fusion: 83-89°C.

IR vmax (cm): 3078(C=C-H), 1726 (C=0), 1710 (C=0), 1632 (C=C), 1184 (C-0), 1197 (C-0).
1H RMN 6 (ppm): 8,01 (s, 1H, HCO2-C3), 8,01 (s, 1H, HCO:-C6), 5,67 (m, 1H, H-22), 5,31 (dt, ] =
12,0y 5,0 Hz, 1H, H-6), 4,88 (dd,/=17,1y 0,8 Hz, 1H, H-23a) 4,80 (dd, /= 10,0y 1,6, 1H, H-23b),
4,80 (m, 1H, H-3), 1,00 (d,/ = 6,6 Hz, 3H, H-21), 0,98 (s, 3H, H-19), 0,66 (s, 3H, H-18).

13C RMN & (ppm): (C1) 34,89, (C2) 26,32, (C3) 73,43, (C4) 31,17, (C5) 45,30, (C6) 70,79, (C7)
26,06, (C8) 34,56, (€C9) 39,87, (C10) 36,07, (C11) 20,59, (C12) 39,64, (C13) 42,74, (C14) 55,46,
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(C15) 28,26, (C16) 24,01, (C17) 56,01, (C18) 12,11, (C19) 23,15, (C20) 41,04, (C21) 20,00, (C22)
144,88, (C23) 111,68, (HCO2-C3) 160,44, (HCO,-C6) 160,37.

EM m/z (%): M*: 403 (0,16), 402 (0,46), 345 (49,2), 310 (20,5) 256 (21,9 ), 255 (100), 213
(25,9), 159 (23,7), 81 (22,0).
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Sintesis de 22(S/R), 23-dihidroxi-3a,6a-diformil-24-nor-583-colano 26a/26b.

) _ OH
N OH
OSO4
NMMO
R (CH3),CO/H,0 .
26a: C-22 (S)
HCO ™ h Y 25 HC0 R T 26b: C-22 (R)
0,CH 0,CH

Figura 16. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 26a/26b.

Se disolvieron 2,00 g (4,97 mmol) del compuesto 25 en 40 mL de Acetona. Se agreg6 una punta
de espatula de NMMO, 9 gotas de piridina y 1 mL de 0sO4 4% (6,25 mL de agua y 0,25 g (0,98
mmol) de 0Os0O4) a temperatura ambiente con agitacion. El término de la reacciéon se monitored
por TLC a una relacion del 50% de acetato de etilo y 50% de hexano, tiempo aproximado de 72
hrs. Una vez terminada la reaccion se concentr6 al vacio y se realizé un lavado con 50 mL de
agua y 50 mL de EtOAc. Una vez lavada la fase organica, se agregdé MgS0O4 como desecante, se
filtré y concentrd. El producto se disolvié con CH;Cl, se mezcl6 con silica fina (0,032 - 0,063
mm) para ser separado por columna cromatografia, utilizando una mezcla de Hexano/Acetato
de etilo en gradiente de polaridad creciente (0,2:19,8 — 20,0:0,0), agregando de 20 mL cada

vez. Se obtuvo la mezcla de epimeros 26a/26b con un 28% de rendimiento total.

Compuesto 26a:

Compuesto de color amarillo, goma.

IR vmax (cm): 3433 (0-H), 2942 (C-H), 2868 (C-H), 1723 (C=0), 1704 (C=0).

1H RMN 6 (ppm): 8,05 (s, 1H, HCO:-C3), 8,04 (s, 1H, HCO2-C6), 5,27(dt, /= 12,0 y 4,4 Hz, 1H, H-
6), 4,78 (m, 1H, H-3), 3,71 (m, 1H, H-22), 3,58 (dd, / = 11,3 y 2,4 Hz, 1H, H-23a), 3,38 (dd, ] =
11,3y 8,9 Hz, 1H, H-23b), 1,00 (s, 3H, H-19), 0,92 (d,] = 6,9 Hz, 3H, H-21), 0,70 (s, 3H, H-18).
13C RMN 6: (C1) 30,09, (C2) 28,95, (C3) 73,60, (C4) 33,92, (C5) 48,18, (C6) 76,31, (C7) 37,39,
(C8) 37,48, (C9) 55,72, (C10) 38,66, (C11) 28,71, (C12) 42,50, (C13) 45,74, (C14) 58,75, (C15)
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26,69, (C16) 23,20, (C17) 58,31, (C18) 13,58, (C19) 25,00, (C20) 42,58, (C21) 14,84, (C22)
76,62, (C23) 64,62, (HCO2-C3) 163,92, (HCO,-C6) 163,78.

EM m/z (%): M*: 437 (0,13), 429 (22,4), 405 (19,5), 358 (26,0), 344 (27,0), 341 (48,7), 331
(19,7), 327 (34,3), 313 (29,1), 312 (100), 297 (30,1), 284 (37,3), 281 (68,2), 282 (20,8), 274
(26,4), 269 (26,0), 259 (24,1), 253 (66,8), 255 (31,4), 254 (28,7), 229 (19,8), 228 (49,9), 214
(30,0), 213 (98,0), 208 (19,8), 207 (95,8), 199 (20,0), 173 (21,8), 171 (23,5), 159 (38,7),157
(26,3), 147 (47,8), 146 (21,7), 145 (55), 143 (28,3), 135 (43,7),133 (45,7),131 (37,5), 121
(24,5),119 (35,0), 117 (21,3), 109 (20,4), 107 (36,6), 105 (57,6), 95 (40,5), 93 (50,1), 91 (54,7),
81 (55,3), 79 (48,6), 73 (71,6).

Compuesto 26b:

Compuesto de color amarillo, goma.

IR vmax (cm1): 3433 (0-H), 2942 (C-H), 2868 (C-H), 1723 (C=0), 1704 (C=0).

1H RMN 6 (ppm): 8,05 (s, 1H, HCO,-C3), 8,04 (s, 1H, HCO,-C6), 5,27(dt, /= 12,0 y 4,4 Hz, 1H, H-
6),4,78 (m,1H, H-3), 3,71 (m, 1H, H-22), 3,58 (dd, /= 11,3y 2,4 Hz, 1H, H-23a), 3,38 (dd, /= 11,3
y 8,9 Hz, 1H, H-23b), 1,00 (s, 3H, H-19), 0,87 (d, ] = 6,0 Hz, 3H, H-21), 0,70 (s, 3H, H-18).

13C RMN 6: (C1) 32,08, (C2) 28,95, (C3) 73,60, (C4) 33,92, (C5) 55,05, (C6) 76,31, (C7) 37,39,
(C8) 37,48, (C9) 55,05, (C10) 40,10, (C11) 28,71, (C12) 42,50, (C13) 45,26, (C14) 58,75, (C15)
26,69, (C16) 23,20, (C17) 58,31, (C18) 13,58, (C19) 25,00, (C20) 43,44, (C21) 14,84, (C22)
76,62, (C23) 64,62, (HCO-C3) 163,92, (HCO-C6) 163,78.

EM m/z (%): M*: 437 (0,13), 429 (22,4), 405 (19,5), 358 (26,0), 344 (27,0), 341 (48,7), 331
(19,7), 327 (34,3), 313 (29,1), 312 (100), 297 (30,1), 284 (37,3), 281 (68,2), 282 (20,8), 274
(26,4), 269 (26,0), 259 (24,1), 253 (66,8), 255 (31,4), 254 (28,7), 229 (19,8), 228 (49,9), 214
(30,0), 213 (98,0), 208 (19,8), 207 (95,8), 199 (20,0), 173 (21,8), 171 (23,5), 159 (38,7),157
(26,3), 147 (47,8), 146 (21,7), 145 (55), 143 (28,3), 135 (43,7),133 (45,7),131 (37,5), 121
(24,5),119 (35,0), 117 (21,3), 109 (20,4), 107 (36,6), 105 (57,6), 95 (40,5), 93 (50,1), 91 (54,7),
81 (55,3), 79 (48,6), 73 (71,6).
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Sintesis de 3q, 6a, 22 (S/R), 23-Tetrahidroxi-24-nor-53-colano 27a/27b

_ OH OH
OH | OH
1) KoCO3/ MeOH
reflujo
2) HCI 2%
ooy by Bmezg o A mezme
5,CH : H 5y 27b:C-22(R)

Figura 17. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 27a/27b.

Se disolvié 1,00 g (2,29 mmol) de la mezcla de epimeros 26a/26b en 150 mL de CH30H. Se
agregaron 15 mL de una solucién de KCO3 5% (5,00 g (36,18mmol) en 100 mL de agua), y se
dej6 reaccionar a reflujo durante 1 hr, con agitacién constante. La reaccién se dejo6 enfriar y se
concentré a semi-sequedad. Una vez concentrado y enfriado, se agreg6 una solucion de HCI 2%
(1 mL de HCI concentrado en 20 mL de agua), y se realizé un lavado con 50 mL de aguay 50 mL
de EtOAc hasta neutralizar (pH = 7). Una vez lavada la fase organica, se le agregdé MgS0O4 como
desecante, se filtrd y concentré. El producto se disolvié con CHzCl;, se mezclé con silica fina
(0,032 - 0,063 mm) para ser separado por columna cromatografia, utilizando una mezcla de
Hexano/Acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente (0,2:19,8 = 20,0:0,0), agregando

de 20 mL cada vez. Se obtuvo la mezcla de epimeros 27a/27b con un 89,9% de rendimiento.

Compuesto 27a:

Compuesto color blanco, s6lido polvo.

IR vmax (cm1): 3376 (0-H), 2937 (C-H), 2887 (C-H), 2863 (C-H).

1H RMN 6 (ppm): 4,01 (dt, /= 12,0y 4,7 Hz, 1H, H-6), 3,72 (m, 1H, H-22),3,61 (dd,/=11,4y 2,6
Hz, 1H, H-23a), 3,50 (m, 1H, H-3), 3,40 (dd, /= 11,4y 8,9 Hz, 1H, H-23b), 0,93 (s, 3H, H-19), 0,94
(d,J=5,4 Hz, 3H, H-21), 0,70 (s, 3H, H-18).

13C RMN ¢ (ppm): (C1) 36,57, (C2) 30,09, (C3) 73,38, (C4) 32,13, (C5) 54,73, (C6) 69,64, (C7)
42,31, (€C8) 37,25, (C9) 55,43, (C10) 37,93, (C11) 22,91, (C12) 37,79, (C13) 45,31, (C14) 58,71,
(C15)26,42,(C16) 30,99, (C17) 58,26, (€18) 13,19, (C19) 25,07, (C20) 43,03, (C21) 14,44, (C22)
76,25, (C23) 64,20.

EM m/z (%): M+: 381 (0,07), 284 (24,3), 117 (100), 116 (25,7).
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Compuesto 27b:

Compuesto color blanco, sélido polvo.

IR vmax (cm-1): 3376 (0-H), 2937 (C-H), 2887 (C-H), 2863 (C-H).

1H RMN 6 (ppm): 4,01 (dt, /= 12,0y 4,7 Hz, 1H, H-6), 3,72 (m, 1H, H-22),3,61 (dd,/=11,4y 2,6
Hz, 1H, H-23a), 3,50 (m, 1H, H-3), 3,40 (dd, /= 11,4y 8,9 Hz, 1H, H-23b), 0,95 (s, 3H, H-19), 0,89
(d,J=6,2 Hz, 3H, H-21), 0,71 (s, 3H, H-18).

13C RMN 6 (ppm): (C1) 36,57, (C2) 30,09, (C3) 73,38, (C4) 32,13, (C5) 45,31, (C6) 69,64, (C7)
42,48, (C8) 39,75, (C9) 54,73, (C10) 37,93, (C11) 22,91, (C12) 37,79, (C13) 45,31, (C14) 58,71,
(C15) 26,26, (C16) 29,72, (C17) 58,26, (€C18) 13,36, (C19) 25,07,(C20) 42,48, (C21) 13,41, (C22)
75,50, (C23) 66,56.

EM m/z (%): M+: 381 (0,07), 284 (24,3), 117 (100), 116 (25,7).
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Sintesis de 3a,6a-diformil-22(S/R), 23-epoxi-24-nor-5f3-colano 28a/28b

“, “, O
N
AMCPB
CH,Cl,
S
S NaHCO3 w

HC02\ i 25 HCO2\ H i 28a: C_22 (S)
O,CH O,CH  28b: C-22 (R)

Figura 18. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 28a/28b.

Se disolvi6 0,50 g (1,24 mmol) del alqueno 25 en 20 mL de CH:Cl,, se agregaron 0,21 g (1,24
mmol) de mCPBAy 2,5 mg (0,029 mmol) de NaHCOs. El término de la reaccién se monitored
por TLC a una relacion del 30% de acetato de etilo y 70% de hexano, tiempo aproximado de 72
hrs. Una vez termina la reaccién se concentra al vacio y se lava con 50 mL de agua y 50 mL de
EtOAc, al lavado se agrega NaHCO3 para neutralizar (pH = 7). Una vez lavada la fase organica, se
le agreg6 MgS0O4 como desecante, se filtré y concentré. El producto se disolvié con CHzCly, se
mezcld con silica fina (0,032 - 0,063 mm) para ser separado por columna cromatografia,
utilizando una mezcla de Hexano/Acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente (0,2:19,8
— 20,0:0,0), agregando de 20 mL cada vez. Se obtuvo la mezcla de epimeros 28a/28b con un

949 de rendimiento.

Compuesto 28a:

Compuesto transparente, goma.

IR vmax (cm-1): 2954 (C-H), 2890 (C-H), 2867 (C-H), 1727 (C=0), 1712 (C=0).

1H RMN § (ppm): 8,03 (s, 1H, HCO2-C3), 8,01 (s, 1H, HCO2-C6), 5,30 (dt,/ =119y 5,6 Hz, 1H, H-
6), 4,83 (m, 1H, H-3), 2,66 (dd, ] = 4,4 y 4,4 Hz, 1H, H-23p), 2,62 (m, 1H, H-22), 2,40 (m, 2H, H-
23a), 1,00 (s, 3H, H-19), 0,95 (d, ] = 6,6 Hz, 3H, H-21), 0,64 (s, 3H, H-18).

13C RMN § (ppm): (C1) 34,92, (C2) 26,38, (C3) 73,49, (C4) 44,76, (C5) 55,63, (C6) 70,81, (C7)
39,65, (C8) 34,65, (C9) 53,78, (C10) 36,14, (C11) 20,64, (C12) 39,97, (C13) 43,08, (C14) 57,05,
(C15) 24,30, (C16) 26,89, (C17) 45,36, (C18) 12,15, (C19) 23,20, (C20) 39,51, (C21) 15,60, (C22)
56,05, (C23) 49,03, (HCO,-C3) 160,51, (HCO-C6) 160,44.
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EM m/z (%): M*: 418 (1,8), 343 (28,9), 342 (69,0), 341 (45,2), 327 (48,0), 296 (49,1), 282
(26,9), 281 (99,5), 254 (27,8), 253 (71,9), 227 (38,6), 213 (35,0), 208 (21,2), 206 (100), 185
(30,3), 171 (20,3), 159 (27,4), 157 (22,5), 147 (41,4), 145 (38,4), 143 (23,8), 135 (38,9), 133
(37,2), 131 (30,1), 121 (20,4), 119 (32,6), 117 (35,8), 107 (29,8), 105 (48,4), 95 (36,7), 93
(41,2),91 (49,8), 82 (31,0), 81 (36,5), 79 (39,6), 73 (66,3).

Compuesto 28b:

Compuesto transparente, goma.

IR vmax (cm-1): 2954 (C-H), 2890 (C-H), 2867 (C-H), 1727 (C=0), 1712 (C=0).

1H RMN § (ppm): 8,03 (s, 1H, HCO2-C3), 8,01 (s, 1H, HCO,-C6), 5,30 (dt,/ =119y 5,6 Hz, 1H, H-
6), 4,83 (m, 1H, H-3), 2,80 (dd, ] = 4,3 y 4,3 Hz, 1H, H-23), 2,73 (m, 1H, H-22), 2,58 (m, 1H, H-
23a), 1,00 (s, 3H, H-19), 0,95 (d, ] = 6,6 Hz, 3H, H-21), 0,64 (s, 3H, H-18).

13C RMN ¢ (ppm): (C1) 34,92, (C2) 26,13, (C3) 73,49, (C4) 31,23, (C5) 53,96, (C6) 70,81, (C7)
39,65, (C8) 34,65, (C9) 53,78, (C10) 36,14, (C11) 20,61, (C12) 39,94, (C13) 43,15, (C14) 57,31,
(C15) 24,16, (C16) 27,18, (C17) 45,36,(C18) 12,10, (C19) 23,20, (C20) 39,51, (C21) 16,89, (C22)
55,67, (C23) 49,03, (HCO,-CC3) 160,51, (HCO,-C6) 160,44.

EM m/z (%): M*: 418 (1,8), 343 (28,9), 342 (69,0), 341 (45,2), 327 (48,0), 296 (49,1), 282
(26,9), 281 (99,5), 254 (27,8), 253 (71,9), 227 (38,6), 213 (35,0), 208 (21,2), 206 (100), 185
(30,3),171 (20,3), 159 (27,4), 157 (22,5 ), 147 (41,4), 145 (38,4), 143 (23,8), 135 (38,9), 133
(37,2), 131 (30,1), 121 (20,4), 119 (32,6), 117 (35,8), 107 (29,8), 105 (48,4), 95 (36,7), 93
(41,2),91 (49,8), 82 (31,0), 81 (36,5), 79 (39,6) 73 (66,3).
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Sintesis de 3a,6a-dihidroxi-22 (S/R), 23-epoxi-24-nor-58-colano 29a/29b.

“, O ,
2 0
KoCO3
(CHg),CO
HCO," 5 28a: C-22 (S) ' HOY - 29a: C-22 (S)
0,CH  28b: C-22 (R) H 5H 29b: C-22 (R)

Figura 19. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 29a/29b.

Se disolvi6 0,70 g (1,92 mmol) de la mezcla de epimeros 28a/28b en 34,7 mL de CH30H y se
agregd 15 mL de una solucién de K2CO3 5% (5,00 g (36,18mmol) en 100 mL de agua) a
temperatura ambiente por 1,5 h. El término de la reaccién se monitore6 por TLC a una relacién
del 50% de acetato de etilo y 50% de hexano. La reaccién se dejé enfriar y se concentro a semi-
sequedad. Una vez concentrado y enfriado se agregaron 20 gotas de una soluciéon de HCl 2% (1
mL de HCI concentrado en 20 mL de agua) y se realiz6 un lavado con 50 mL de agua y 50 mL de
acetato de etilo hasta neutralizar (pH=7). Una vez lavada la fase organica, se le agregdé MgSO.
como desecante, se filtré y concentré. El producto se disolvié con CH2Cl, se mezcl6 con silica
fina (0,032 - 0,063 mm) para ser separado por columna cromatografia, utilizando una mezcla
de Hexano/Acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente (0,2:19,8 — 20,0:0,0),
agregando de 20 mL cada vez. Se obtuvo la mezcla de epimeros 29a/29b con un 93% de

rendimiento.

Compuesto 29a:

Compuesto transparente, goma.

IR vmax (cm-1): 3394 (0-H), 2937 (C-H), 2866 (C-H).

1H RMN 6§ (ppm): 4,05 (dt,/ = 11,3y 5,3 Hz, 1H, H-6), 3,62 (m, 1H, H-3), 2,66 (t, ]/ = 4,5 Hz, 1H,
H-23B), 2,61 (m, 1H, H-22), 2,40 (m, 1H, H-23a), 2,40 (m, 1H, H-17), 0,95 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H-
21),0,90 (s, 3H, H-19), 0,64 (s, 3H, H-18).

13C RMN § (ppm): (C1) 35,54, (C2) 26,94, (C3) 71,54, (C4) 30,22, (C5) 53,96, (C6) 68,00, (C7)
39,69, (C8) 34,84, (C9) 38,49, (C10) 35,95, (C11) 20,68, (C12) 39,88, (C13) 43,05, (C14) 57,10,
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(C15) 24,42, (C16) 29,16, (C17) 48,38, (C18) 12,11, (C19) 23,44, (C20) 39,61, (C21) 15,55, (C22)
56,05, (C23) 50,00.

EM m/z (%): M+:362 (0,91), 344 (60,6), 329 (49,0), 326 (43,3), 311 (35,5), 272 (26,39), 271
(23,6), 255 (25,0), 253 (30,3), 246 (38,5), 232 (26,5), 231 (66,2), 229 (22,1), 228 (40,8), 227
(23,6), 215(23,1), 214 ( 32,2) 213 (100), 211 (27,7), 199 (31,8), 187 (23,3), 185 (25,8), 173
(39,0, 172 (21,4), 171 (31,4), 161 (31,0), 160 (22,0), 159 (45,3), 157 (36,4), 147 (49,4), 146
(22,6), 145 (56,3), 143 (29,0), 135 (30,1), 134 ( 20,2), 133 (46,6), 131 (46,3), 121 (36,3), 119
(46,1), 117 (20,7), 109 (28,8), 108 (20,4), 107 (4,9), 105 (60,8), 95 (91,0), 94 (28,3), 93 (64,8),
91 (53,9), 81 (70,1), 79 (65,5).

Compuesto 29b:

Compuesto transparente, goma.

IR vmax (cm-1): 3394 (0-H), 2937 (C-H), 2866 (C-H).

1H RMN 6 (ppm): 4,05 (dt, = 11,3 y 5,3 Hz, 1H, H-6), 3,62 (m, 1H, H-3), 2,79 (dd, /= 4,3y 4,3
Hz, 1H, H-23), 2,73 (m, 1H, H-22), 2,58 (m, 1H, H-23a), 2,40 (m, 1H, H-17), 0,95 (d, ] = 6,5 Hz,
3H, H-21), 0,90 (s, 3H, H-19), 0,64 (s, 3H, H-18).

13C RMN & (ppm): (C1) 34,99, (C2) 27,23, (C3) 71,54, (C4) 30,22, (C5) 55,73, (C6) 68,00, (C7)
39,78, (C8) 34,84, (C9) 38,49, (C10) 35,95, (C11) 20,68, (C12) 39,88, (C13) 43,05, (C14) 57,41,
(C15) 24,29, (C16) 29,19, (C17) 48,38, (C18) 12,16, (C19) 23,44, (C20) 39,61, (C21) 17,00, (C22)
55,76, (C23) 50,00.

EM m/z (%): M+:362 (0,91), 344 (60,6), 329 (49,0), 326 (43,3), 311 (35,5), 272 (26,39), 271
(23,6), 255 (25,0), 253 (30,3), 246 (38,5), 232 (26,5), 231 (66,2), 229 (22,1), 228 (40,8), 227
(23,6), 215(23,1), 214 ( 32,2) 213 (100), 211 (27,7), 199 (31,8), 187 (23,3), 185 (25,8), 173
(39,0), 172 (21,4), 171 (31,4), 161 (31,0), 160 (22,0), 159 (45,3), 157 (36,4), 147 (49,4), 146
(22,6), 145 (56,3), 143 (29,0), 135 (30,1), 134 ( 20,2), 133 (46,6), 131 (46,3), 121 (36,3), 119
(46,1),117 (20,7), 109 (28,8), 108 (20,4), 107 (4,9), 105 (60,8), 95 (91,0), 94 (28,3), 93 (64,8),
91 (53,9), 81 (70,1), 79 (65,5).
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Sintesis del acido 3a,6a-Acetil-5B-colan-24-oico 32

7z Z
7, /,,

CO,H ' CO,H

Ac,O/DMAP
—_—

CH,Cly/piridina
HO™ I AcO™ - 32
OH OAc

acido hiodeoxicolico (16)

Figura 20. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 32.

Se disolvieron 1,04 g (2,65 mmol) de acido hiodeoxicdlico (16) en 20 mL de CH:Cl; a
temperatura ambiente y con agitacion constante. Una vez disuelto se agregaron 3 gotas de
priridina, una punta de espatula de DMAP y 0,37 mL (3,36 mmol) de Ac;O (en exceso). El
término de la reaccion se monitore6 por TLC a una relacion del 20% de acetato de etilo y 80%
de hexano, tiempo aproximado de 24 hrs. Una vez terminada, se filtr6 al vacio y se realizé un
lavado con agua y EtOAc, se neutralizé con una solucion de HCl 2%. Una vez lavada la fase
organica, se le agreg6 MgS0. como desecante, se filtr6 y concentro. El producto se disolvié con
CH2Cl;, se mezclé con silica fina (0,032 - 0,063 mm) para ser separado por columna
cromatografia, utilizando una mezcla de Hexano/Acetato de etilo en gradiente de polaridad
creciente (0,2:19,8 — 20,0:0,0) agregando de 20 mL cada vez. Se obtuvo el producto 32 con un

81% de rendimiento.

Compuesto 32:

Compuesto de color blanco, sélido polvo.

Punto de fusion: 107-111°C.

IR vmax (cm): 3525 (0-H), 2949 (C-H), 2868 (C-H), 1722 (C=0), 1680 (C=0).

1H RMN 6 (ppm): 5,12 (dt,J = 11,9 y 4,5 Hz, 1H, H-6), 4,68 (m, 1H, H-3), 2,37 (m, 1H, H-22), 2,23
(m, 2H, H-23), 2,02 (s, 3H, Ac0-C6), 1,99 (s, 3H, Ac0-C3), 0,97 (s, 3H, H-19), 0,90 (d,] = 6,3 Hz,
3H, H-21), 0,64 (s, 3H, H-18).

13C RMN 6: (C1) 31,20, (C2) 26,15, (C3) 73,66, (C4) 28,01, (C5) 45,27, (C6) 70,92, (C7) 34,54,
(C8) 35,18, (C9) 45,28, (C10) 35,97, (C11) 20,61, (C12) 34,95, (C13) 42,81, (C14) 56,06 (C15)
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24,00, (C16) 26,35, (C17) 55,84, (C18) 11,94, (C19) 23,19, (C20) 35,18, (C21) 18,16, (C22)
30,93, (C23) 30,64, (C24) 180,09, (CH;CO-C3) 21,32, (CHsCO-C3) 170,55, (CHsCO-C6) 21,36,
(CHsC0-C6) 170,52.

EM m/z (%): M:476 (0,74), 429 (20,7), 341 (29,3), 327 (28,3), 281 (66,7), 253 (37,7), 207
(100) 147 (24,1), 135 (26,9).

60



Programa de Magister en Ciencias, mencidén Quimica

Sintesis del compuesto 3a,6a-diacetil-24-nor-53-23-coleno 33

2,

CO,H 7\
Pb(OAC),,
Cu(OAc),
e ——
- CgHe/reflujo i
AcO' (> 32 AcO" 1 33
OAc OAc

Figura 21. Esquema de sintesis y estructura del compuesto 33.

Se disolvié 1,00 g (2,10 mmol) de 32 en 50 mL de benceno seco a reflujo a una temperatura de
90°C y con agitacion constante. Luego se agreg6 0,20 g (1,10 mmol) de Cu(0OAc), 10 gotas de
piridinay 2,50 g (5,64 mmol) de Pb(OAc). en proporciones 1:4 cada media hora. El término de
la reaccidn se monitore6 por TLC a una relacién del 20% de acetato de etilo y 80% de hexano,
tiempo aproximado de 8 hrs. Una vez termina la reaccion se concentrd al vacio y se realiz6 un
lavado con 50 mL de agua y 50 mL de EtOA. Una vez lavada la fase organica, se le agreg6 MgS0,
como desecante, se filtré y concentrd. El producto se disolvié con CH;Cl;, se mezclé con silica
fina (0,032 - 0,063 mm) para ser separado por columna cromatografia, utilizando una mezcla
de Hexano/Acetato de etilo en gradiente de polaridad creciente (0,2:19,8 — 20,0:0,0),

agregando de 20 mL cada vez. Se obtuvo el derivado 33 con un 55% de rendimiento.

Compuesto 33:

Compuesto de color blanco, sélido polvo.

Punto de fusion: 94-100°C.

IR vmax (cm1): 1638 (C=C), 1740 (C=0), 1729 (C=0), 1258 (C-0), 1245 (C-0).

1H RMN 6 (ppm): 5,65 (m, 1H, H-22), 5,14 (dt,/ = 12,1y 4,8 Hz, 1H, H-6), 4,90 (dd,/=17,0y 1,7
Hz, 1H, H-23a), 4,82 (dd, J = 10,3 y 1,7, Hz, 1H, H-23b), 4,70 (m, 1H, H-3), 2,04 (s, 3H, Ac0-C6),
2,01 (s, 3H, Ac0-C3), 1,02 (d, ] = 6,6 Hz, 3H, H-21), 0,98 (s, 3H, H-19), ), 0,67 (s, 3H, H-18).

13C RMN § (ppm): (C1) 31,30, (C2) 26,44, (C3) 73,69, (C4) 26,25, (C5) 39,93, (C6) 70,95, (C7)
35,05, (C8) 34,63, (€C9) 45,39, (C10) 36,07, (C11) 20,67, (C12) 39,80, (C13) 42,82, (C14) 56,21,
(C15) 24,09, (C16) 28,36, (C17) 55,59, (C18) 12,18, (C19) 23,27, (C20) 41,13 (C21) 20,07, (C22)
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145,06, (C23) 111,69, (CH3CO-C3) 21,37, (CH3C0-C3) 170,47, (CH3CO-C6) 21,41, (CH3CO-C3)
170,47.

EM m/z (%): M*: 430 (1,59), 373 (31,24), 355 (24,1), 313 (46,5), 296 (20,1),295 (80,1), 254
(21,5), 253 (100).
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Sintesis de 22 (5§/R), 23-dihidroxi-3a,6a-diacetil-24-nor-58-colano 34a/34b

2 _ OH
N OH
HQ-4CIBz/CH3SO,NH,
KgCOg/Kg[FG(CN)Q
0s0 -
AcO" . 33 (CH3JaCOHIH,0 S 34a: C-22 (S)
- hidroxiacic AcO : 34b: C-22 (R
(_)AC (dihidroxilacién de Sharpless) H (_)AC s ( )

Figura 22. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 34a/34b.

Se disolvieron 0,25 g (0,58 mmol) del producto 33 en una solucién de 22 mL de ¢-butanol y agua
1:1v/v (11 mL t-butanol y 11 mL agua) en agitacién a temperatura ambiente. Se agregaron 0,08
g (0,17 mmol) de 4-cloro-benzoato de hidroquinidina, 0,12 g (1,22 mmol) de metafulfamida,
0,50 g (3,65 mmol) de K,CO3, 0,86 g (2,61 mmol) de ferrocianuro de potasio y 0,36 mL de
solucién de OsO4en t-butanol (1,0 g por cada 20 mL (0,039 mmol)) se dejé en agitacion suave
por 1,5 hrs. Se monitorea por TLC a una relacion del 50% de acetato de etilo y 50% de hexano.
Una vez terminada la reaccidn se agrega tiosulfato de sodio saturado disuelto en agua y se deja
agitando por 30 minutos. Se concentra al vacio y se realiza un lavado con 50 mL de agua y 50
mL de EtOAc. Una vez lavada la fase organica, se le agregé MgS04 como desecante, se filtro y
concentrd. El producto se disolvié con CH2Cly, se mezcl6 con silica fina (0,032 - 0,063 mm) para
ser separado por columna cromatografia, utilizando una mezcla de Hexano/Acetato de etilo en
gradiente de polaridad creciente (0,2:19,8 = 20,0:0,0), agregando de 20 mL cada vez. Se obtuvo

la mezcla de epimeros de 34a/34b con un 95% de rendimiento.

Compuesto 34a:

Compuesto de color blanco, sélido polvo.

IR vmax (cm1): 3446 (0-H), 2934 (C-H), 2870 (C-H), 1737 (C=0), 1717 (C=0).

1H RMN 6 (ppm): 5,14 (dt, /= 11,5y 5,3 Hz, 1H, H-6), 4,70 (m,1H, H-3), 3,80 (m, 1H, H-22), 3,63
(dd,J=9,9y9,9 Hz, 1H, H-23a), 3,51 (dd, /= 9,1y 9,1 Hz, 1H, H-23b), 2,04 (s, 3H, Ac0-C6), 2,01
(s, 3H, AcO-C3), 0,97 (s, 3H, H-19), 0,94 (d,] = 6,8 Hz, 3H, H-21), 0,66 (s, 3H, H-18).
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13C RMN § (ppm): (C1) 31,25, (C2) 27,78, (C3) 73,64, (C4) 26,22, (C5) 45,37, (C6) 70,87, (C7)
35,01, (C8) 34,68, (C9) 45,32, (C10) 36,04, (C11) 20,67, (C12) 39,89, (C13) 42,72, (C14) 56,04,
(C15) 24,17, (C16) 26,41, (C17) 55,78, (C18) 11,75, (C19) 24,02, (C20) 45,37, (C21) 12,62, (C22)
74,11, (C23) 62,47, (CH3CO-C3) 21,40, (CHsCO-C3) 170,52, (CH3CO-C6) 21,37, (CH5CO-C6)
170,49.

EM m/z (%): M*: 464,9 (0,09), 313 (25,6), 312 (100), 213 (21,7).

Compuesto 34b:

Compuesto de color blanco, sélido polvo.

IR vmax (cm-1): 3446 (0-H), 2934 (C-H), 2870 (C-H), 1737 (C=0), 1717 (C=0).

1H RMN 6 (ppm): 5,14 (dt, /= 11,5y 5,3 Hz, 1H, H-6), 4,70 (m,1H, H-3), 3,80 (m, 2H, H-22), 3,63
(dd,/=9,9y9,9 Hz, 1H, H-23a), 3,51 (dd,/=9,1y 9,1 Hz, 1H, H-23b), 2,04 (s, 3H, Ac0-C6), 2,01
(s, 3H, Ac0-C3), 0,97 (s, 3H, H-19), 0,90 (d, ] = 5,7 Hz, 3H, H-21), 0,66 (s, 3H, H-18).

13C RMN 6§ (ppm): (C1) 31,25, (C2) 27,54 (C3) 73,64, (C4) 26,22, (C5) 45,37, (C6) 70,93, (C7)
35,01, (C8) 34,68, (C9) 45,32, (C10) 36,01, (C11) 20,67, (C12) 39,82, (C13) 40,10, (C14) 56,04,
(C15) 24,17,(C16) 26,41, (C17) 55,78, (C18) 11,87, (C19) 24,01, (C20) 45,37, (C21) 13,01, (C22)
73,88, (C23) 66,04, (CH3CO-C3) 21,40, (CH3CO-C3) 170,52, (CH3CO-C6) 21,37, (CH3CO-C6)
170,49.

EM m/z (%): M*: 464,9 (0,09), 313 (25,6), 312 (100), 213 (21,7).
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Sintesis de los compuestos 22 (S)-hidroxi-23-benzoil-3a,6a-diacetil-24-nor-53-colano
35a, 22 (R)-hidroxi-23-benzoil-3a,6a-diacetil-24-nor-58-colano 35b y 22 (§5),23-
dibenzoil-3a,6a-diacetil-24-nor-5@-colano 36a.

_ OH
, OH
OH
o M )
DMAP/CH20|2 o
34a: C-22 (S CahsN .
AcO' : 34b'C—22EF$ - : a2 ()
oI : 35a: C-22 (S HO: 35b: C-22 (R)
OAc OAc
36a: C-22 (S

Figura 23. Esquema de sintesis y estructura de los compuestos 35a, 35b y 36a.

Se disolvieron 500 mg (1,08 mmol) de la mezcla de epimeros de 34a/34b en 20 mL de CH»Cl,,
y se agregaron 1,4 mL de cloruro de benzoilo (12,06 mmol), dos gotas de piridina y una punta
de espatula de DMAP, se dejo6 en agitacién a temperatura ambiente. El término de la reacciéon
se monitored por TLC a una relacion del 50% de EtOAc y 50% de hexano, después de 7 hrs se
agregaron 1,4 mL de cloruro de benzoilo (12,06 mmol) y dos gotas de piridina y el tiempo de
reaccion total fue de 36 hrs. Una vez terminada la reaccion se filtré al vacio y se realizé un lavado
con 50 mL de agua y 50 mL de acetato de etilo y se agregd bicarbonato de sodio para neutralizar
(pH = 7). Una vez lavada la fase organica, se le agregd MgS0O, como desecante, se filtré y
concentro. El producto se disolvié con CH;Cl, se mezclé con silica fina (0,032 - 0,063 mm) y
posteriormente separado por columna cromatografia, utilizando una mezcla de Acetato de
etilo/Hexano en de polaridad creciente (0,5:35,0 — 40,0:0,0), agregando porciones de 40 mL.
Se obtuvieron las siguientes fracciones. Fraccién I: 65,7 mg (9,1 %) del compuesto 36a.
Fraccion II: 527 mg (86,2 %) de la mezcla de epimeros 35a/35b. Fraccion I11: 68,9 mg (11,3 %)

del compuesto 35a.

Compuesto 35a:

Compuesto de color blanco, sélido polvo.
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Punto de fusién: 130-136°C.

IR vmax (cm1): 3523 (0-H), 2942 (C-H), 2890 (C-H), 2866 (C-0),1735 (C=0),1716 (C=0), 1276
(OCOAI).

1H RMN 6 (ppm): 8,05 (d,/ = 7,8 Hz, 2H, HAr-2"), 7,58 (t,/ = 7,3 Hz, 1H, HAr- 4°), 7,45 (t,J = 7,8
Hz, 2H, HAr-3"), 5,15 (dt, /= 11,4y 5,3 Hz, 1H, H-6), 4,70 (m,1H, H-3), 4,48 (dd, /= 11,4y 2,0 Hz,
1H, H-23a), 4,21 (dd,J=11,4y 10,2, 1H, H-23b), 4,07 (dd, /= 3,4y 2,0 Hz, 1H, H-22), 2,02 (s, 3H,
Ac0-C3), 2,01 (s, 3H, Ac0-C6), 1,04 (d, J = 6,8 Hz, 3H, H-21), 0,98 (s,3H, H-19), 0,68 (s, 3H, H-
18).

13C RMN & (ppm): (C1) 31,26, (C2) 27,56, (C3) 73,63, (C4) 26,42, (C5) 39,81, (C6) 70,87, (C7)
39,86, (C8) 38,40, (C9) 45,34, (C10) 36,03, (C11) 20,66, (C12) 35,02, (C13) 43,29, (C14) 53,06,
(C15) 26,23, (C16) 24,18, (€C17) 55,78,(€18) 11,80, (C19) 23,24, (C20) 40,34, (C21) 12,90, (C22)
71,79, (C23) 68,95, (CH3C0-C3) 21,40, (CH3CO-C3), 170,50, (CH3CO-C6) 21,36, (CH3CO-C6)
170,45 (CH3C0-C-3), 166,99 (CO-Ar), 129,90 (C1’- Ar), 129,62 (C2’-Ar), 128,42 (C3’-Ar), 133,17
(C4’-Ar).

EM m/z (%): M*: 568, 327 (32,4), 326 (100), 213 (29,6), 207 (26,1), 145 (19,0), 133 (19,1).

Compuesto 35b:

1H RMN § (ppm): 8,05 (d,/ = 7,8 Hz, 2H, HAr-2"), 7,58 (t,/ = 7,3 Hz, 1H, HAr- 4"), 7,45 (t, /= 7,8
Hz, 2H, HAr-3’), 5,15 (dt, /= 11,4 y 5,3 Hz, 1H, H-6), 4,70 (m,1H, H-3), 4,39 (dd, /= 11,3 y 8,4 Hz,
1H, H-23a), 4,26 (dd, ]/ = 11,4y 3,3 Hz, 1H, H-23b), 4,05 (dd, /= 4,0 y 3,3 Hz, 1H, H-22), 2,05 (s,
3H, Ac0-C3), 2,02 (s, 3H, Ac0-C6), 1,00 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-21), 0,98 (s, 3H, H-19), 0,68 (s, 3H,
H-18).

13C RMN ¢ (ppm): (C1) 31,26, (C2) 27,56, (C3) 73,63, (C4) 26,42, (C5) 39,81, (C6) 70,87, (C7)
39,86, (C8) 38,40, (C9) 45,34 (C10) 36,03, (C11) 20,66, (C12) 35,02, (C13) 43,29, (C14) 53,06,
(C15) 26,23, (C16) 24,18, (C17) 55,78, (C18) 11,90, (C19) 23,24, (C20) 40,34, (C21) 12,39, (C22)
71,89, (C23) 68,88, (CH3CO-C3) 21,40, (CH3CO-C3), 170,52 (CH3CO-C3), 21,36 (CH3CO-C3)
170,45 (CH3CO0-C-3), 166,68 (CO-Ar), 129,88 (C1’- Ar), 129,62 (C2’-Ar), 128,36 (C3’-Ar), 133,08
(C4’-Ar).
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Compuesto 36a:

Compuesto de color blanco, sélido polvo.

Punto de fusion: 119-125°C.

IR vmax (cm-1): 2946 (C-H), 2870 (C-H), 1282 (C-0), 1249 (C-0), 1723 (C=0), 1723 (C=0), 1283
(OCOAr), 1263 (OCOAr).

1H RMN & (ppm): 8,06 (d,] = 7,8 Hz, 2H, HAr-2"), 7,97 (d, ] = 7,8 Hz, 2H, HAr-2"), 7,56 (t,] = 7,2
Hz, 1H, HAr- 4°), 7,52 (t,] = 7,2 Hz, 1H, HAr- 4”), 7,44 (t,] = 7,6 Hz, 2H, HAr-3"), 7,38 (t, /= 7,6
Hz, 2H, HAr-3”), 5,56 (da, / = 9,1 Hz, 1H, H-22), 5,16 (dt,J = 11,4y 5,3 Hz,1H, H-6), 4,71 (m,1H,
H-3), 4,64 (d,/ = 11,8, 1H, H-23a), 4,50 (dd, J = 11,8 y 9,3 Hz, 1H, H-23b), 2,05 (s, 3H, Ac0-C6),
2,02 (s, 3H, Ac0-C3), 1,13 (d, ] = 6,0-Hz, 3H, H-21), 0,98 (s, 3H, H-19), 0,69 (s, 3H, H-18).

13C RMN ¢ (ppm): (C1) 31,28, (C2) 27,41, (C3) 73,64, (C4) 26,45, (C5) 45,35, (C6) 70,87, (C7)
39,86, (C8) 38,60, (C9) 53,12, (C10) 36,03, (C11) 20,69, (C12) 34,67, (C13) 43,40, (C14) 55,82,
(C15) 26,25, (C16) 24,21, (C17) 55,82, (C18) 11,88, (C19) 23,25, (C20) 35,05, (C21) 13,76, (C22)
74,67, (C23) 63,00, (CH3CO-C3) 21,42, (CH3CO-C3) 170,50, (CH3CO-C6) 21,37, (CH3CO-C6)
170,45, 166,61 (CO-Ar’), 165,91 (CO-Ar”), (C1’- Ar) 129,81, (C1”- Ar) 130,38 (C2’-Ar) 129,62,
(C2”-Ar) 129,65, (C3’-Ar) 128,37, (C3”-Ar) 128,35 (C4’-Ar) 133,04, (C4”-Ar) 132,98.

EM m/z (%): M+:673, 327 (26,0), 326 (100), 213 (33,3), 145 (22,2), 105 (20,4), 81 (19,1).
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CAPITULO 4- RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Resultados y discusiones de la sintesis de los anadlogos de
brasinoesteroides

Las estrategias de sintesis fueron desarrolladas de acuerdo con lo indicado en los Esquema
1Esquema 2 Esquema 3, donde la primera etapa consistié en la protecciéon de los grupos
hidroxilos en las posiciones C-3 y C-6 del acido hiodesoxicdlico (16).

El derivado diformilado 24 (Esquema 1) se obtuvo por reacciéon de 16 con el sistema
HCOOH/HCIO4 [95] con un 95% de rendimiento. La estructura de 24 fue confirmada por datos
espectroscopicos, donde desde el espectro de tH RMN (Figura 24). se observaron las sefiales a
6u=8,04 (s, 1H) y 6u= 8,01 ppm (s, 1H), asignados a los hidrégenos de las posiciones HCO2-3 y
HCO2-6 respectivamente. Ademas, la presencia de ambos grupos formilos fueron confirmados
desde el espectro de 13C RMN, donde se observaron las sefialesa d¢c=160,60y 6c=160,51 ppm
asignadas a HCO;-C3 y HCO,-C6 respectivamente (Tabla 9). Adicionalmente estos grupos
funcionales fueron observados en IR, a 2939(C-H), 2869 (C-H), 1742 (C=0) y 1723 (C=0) cm-..
Obteniendo el compuesto 24 con un rendimiento de 95%.

Posteriormente, el siguiente paso de sintesis consistié en la reaccion de descarboxilacion de la
cadena lateral del compuesto 24, usando el sistema Pb(0OAc)s/Cu(OAc), (Esquema 1). Este
método ha sido propuesto para obtener enlaces dobles terminales a partir de &cidos
carboxilicos [114-117]. Especificamente, se ha aplicado ampliamente para la degradacién de la
cadena lateral de un gran ndmero de 4acidos biliares, incluidos derivados del acido
hiodesoxicdlico [114]. De esta forma, el compuesto 24 fue tratado con este sistema, lo que
permitié la obtencién del derivado 25 con un 55% de rendimiento. (Figura 24).

La formacién del alqueno en la posicion C-22 y C-23 fue confirmada por datos espectroscépicos
de 'H RMN y 13C RMN. Donde en el espectro de tH RMN (Figura 24) se observaron las sefiales a
ou= 5,67, 4,88 y 4,80 ppm, que fueron asignadas a los hidrégenos H-22 (m, 1H), H-23a (dd, J =
17,1y 0,8 Hz, 1H) y H-23b (dd,J=10,0 y 1,6 Hz, 1H) respectivamente (Tabla 5). Mientras que
la presencia del enlace doble terminal en C22-C23 también fue confirmado por las sefiales de
13C RMN observadas a 6c = 144,88y 111,68 ppm, que fueron asignadas a los carbonos C-22y C-
23. Informacién adicional de la presencia del enlace doble C22-C23 fue proporcionada desde el
espectro de IR, donde las sefales observadas a 3078 y 1632 cm-! fueron asignadas a los enlaces

C=C-Hy C=C.
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Tabla 5. Comparacién entre las sefiales observadas de 'H RMN para H-22, H-23a, H-23b en los
compuestos 24 y 25.

Sefial Compuesto 24 Compuesto 25
H-22 2,40 ppm (m, 1H) 5,67 ppm (m, 1H)
H-23 2,26 ppm (m, 1H) -
H-23a - 4,88 ppm (dd,/=17,1y 0,8 Hz, 1H)
H-23Db - 4,80 ppm(dd, J=10,0y 1,6 Hz, 1H)
H-18
H-19
“,
CO,H
H-2
Hcoe-3 HEOH6 HCO z 24
O,CH
H-6  H-3 H_ZZH'B b
KA T
B‘.S 8‘.0 7‘,5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘,5 5‘.0 4.5 4.0 l; 5 3‘ 0 2‘ 5 Z‘.D 1‘ 5 1‘ 0 D‘ 5
f1 (ppm)
, H-18
AN H-19
HCOZ\\\‘ H - 25 H-21
HCo™3 HCO2-6 Och
H-23b
H-23a
| L
6;5 8‘0 7‘5 7‘.0 6‘5 6‘0 5‘5 5‘0 4‘.5 ‘ 3‘5 3‘0 2‘5 2‘.0 1‘5 1‘0 0‘5
f1 (ppm)

Figura 24. Comparacién entre los espectros de H RMN para el precursor 24 y el alqueno 25.

De acuerdo con lo indicado en el Esquema 1, reaccién de dihidroxilacién directa sobre el

alqueno 25 con el sistema 0s04/NMMNO, produjo la mezcla de epimeros dihidroxilados
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26a/26b con un 28% de rendimiento. La proporcién de cada epimero en la mezcla fue de
26a:26b = 5:1, la cual fue determinada utilizando los datos de integracién de las sefiales del
espectro de tH RMN asignadas a los grupos CHz-21, seglin se indica mas adelante.

La proporcion de los epimeros 26a/26b en la mezcla podria ser explicada considerando el
siguiente analisis. La preferencia del ataque en la dihidroxilaciéon con OsO4 supone un equilibrio
entre dos conformaciones preferenciales (I y II) en el estado de transiciéon (Figura 25), donde
la conformacioén I parece ser la mas estable y posteriormente permite la formacion del epimero
mayoritario deseado con configuracién (S) en C-22 (26a). Mientras que la conformacion II
(menos estables) conduce a la formacion del epimero minoritario 26b [118].
Lamentablemente, en estudios desarrollados se ha comprobado que mezclas de epimeros con
similar estructura a 26a/26b no fueron posibles de separarla por métodos tradicionales de

cromatorgrafia en columna y/o re-cristalizaciones [125-132].

Es: Esteroide

Figura 25. Representacion de las posibles conformaciones en equilibrio en el estado de transicién para el ataque de
0s0a4 sobre el enlace doble en C22-C23, que explica la formacién preferencial del epimero 26a en la mezcla.

La formacion de los grupos hidroxilos en las posiciones C22-C23 fueron confirmadas por datos
espectroscopicos de 1H RMN y 13C RMN. De esta forma, las sefnales observadas a éu =3,71 (m,
1H), 6w =3,58 (dd,J=11,3y 2,4 Hz, 1H) y 61 =3,38 (dd, J = 11,3 y 8,9 Hz, 1H), fueron asignadas
a los hidrégenos H-22, H-23a y H-23b respectivamente. Estas sefiales fueron comparadas con
el espectro de 'H RMN del precursos 25 seglin se indica en la Figura 26, confirmando la
formacién de la mezcla de glicoles epiméricos 26a/26b. La proporcién de epimeros en la
mezcla 26a:26b = 5:1 se determino en base a las areas de integracion de las sefiales dobletes
del grupo CHz-21 en el espectro de 'H RMN para esta sefial se observaron dos desplazamientos,

para 26a a éu= 0,92 ppm (d, / = 6,9 Hz, 3H), y para 26b a éu= 0,87ppm (d, / = 6,0 Hz, 3H) (Tabla
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6), el area de integracion del primer desplazamiento es mas intensa en altura que la segunda
senal, demostrando que el epimero con la configuracién S esta en mayor proporcién que el
epimero R. Mientras que las sefales observadas en el espectro de 13C RMN a §¢= 76,62 y 8¢=
64,62 ppm fueron asignadas a los carbonos C22 y C23, respectivamente. Informacion adicional
de la presencia de los grupos dihidroxilos en C22-C23 fue proporcionada desde el espectro de
IR, donde las sefiales observadas a 3433, 2942 y 2868 cm-! fueron asignadas a los enlaces O-H,

C-H y C-H respectivamente.

Tabla 6. Comparacion entre las sefiales de 1H RMN para H-22, H-23a-b y CH3-21, en la mezcla de
epimeros 26a/26b.

Sefial Compuesto 26a Compuesto 26b

H-22 3,71 ppm (m, 1H) 3,71 ppm (m, 1H)

H-23a | 3,58 ppm (dd,/=11,3y 2,4 Hz, 1H) | 3,58 ppm (dd,/= 11,3y 2,4 Hz, 1H)

H-23b | 3,38 ppm (dd,/=11,3y8,9 Hz, 1H) | 3,38 ppm (dd, /= 11,3y 8,9 Hz, 1H)

CHs-21 0,92 ppm (d, /= 6,9 Hz, 3H) 0,87 ppm (d, ] = 6,0 Hz, 3H)

H-18

HCO, H S oy 260:C22(R)

Heo2-3 H-2

HCO2-6
H-23
H-23a
H-6 H-3 H-22 M
A A
T T T T T
3.5 3.0 25 2.0 1.5 1

T T
.0 0.5

85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 26. Espectrode 'H RMN de la mezcla de epimero 26a/26b.

Como se indicé en la metodologia que no es posible separar los glicoles desde la mezcla
26a/26b por métodos convencionales (C.C., cristalizacidn, etc.), y siguiendo con lo propuesto e

indicado en el Esquema 1, el paso siguiente consistié en realizar la reaccién de saponificacion
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con CH30H y una solucién de K,COz al 5%, obteniendo la mezcla de epimeros 27a/27b (7:1)
tetrahidroxilados, con un rendimiento total de 89,9%.

La formacién de los grupos hidroxilados en las posiciones C3 y C6, fue confirmada por datos
espectroscopicos de 1H RMN y 13C RMN. De esta forma, la ausencia de las sefales éy= 8,05 (s,
1H, HCO2 ), y éu= 8,04 (s, 1H, HCO ) observadas en el espectro de 26a/26b asignadas a C-3 y
C-6, ahora no se observan el espectro de 'H RMN del producto. En el epectro de la mezcla
27a/27b (Figura 27), se confirma la obtenciéon de los grupos dihidroxilados por la observacién
de las sefiales a oy = 3,50 ppm (m, 1H), y 4,01 ppm (dt,J = 12,0 y 4,7 Hz, 1H), asignadas a los
hidrégenos H-3 y H-6 respectivamente. Mientras que las sefiales a 8u= 3,61 ppm y &u= 3,40
ppm asignadas a los hidrégeno H-23a y H-23b se mantienen (Figura 27). La proporcién en la
mezcla fue establecida como 27a/27b (7:1) se determino en base a las areas de integracion de
las sefiales dobletes del grupo CH3-21 en el espectro de *H RMN para esta sefial se observaron
dos desplazamientos, para 27a a éu= 0,94 ppm (d, /= 5,4 Hz, 3H), y para 27b a éx= 0,89 ppm (d,
J=6,2 Hz, 3H) (Figura 27), el area de integracion del primer desplazamiento es mas intensa en
altura que la segunda sefial, demostrando que el epimero con la configuracién S estad en mayor
proporcion que el epimero R. Las sefiales observadas en el espectro de 3C RMN a &§¢= 73,38,
69,64, 76,25 y 64,20 ppm fueron asignadas a los carbonos C3, C6, C22 y C23 respectivamente,
confirmando la desaparicion de los grupos diformilados. Informacion adicional de la presencia
de los grupos hidroxilos fue proporcionaada desde el espectro IR donde se observa la sefal

3376 cm'! asignada a O-H.

HO"

Figura 27. Espectros de 'H RMN para la mezcla de analogos epiméricos 27a/27b.
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Continuando con la propuesta de sintesis, la siguiente etapa consistié en desarrollar la ruta
indicada en el Esquema 2. De esta forma, la reacciéon de epoxidacion con MCPBA sobre el
alqueno 25 produce la mezcla epimérica 28a/28b, seglin se indic6é en la metodologia [118-
119,121]. En este caso se obtuvo la mezcla de epéxidos epiméricos 28a/28b con 94% de
rendimiento.

La formacién del epéxido en la posiciéon C22-C23 fue confirmada por datos espectroscopicos de
1H RMN y 13C RMN. De esta forma, las senales observadas a 6y=2,62 , 64=2,58 y 64=2,79 ppm
fueron asignadas a los hidrégenos H-22, H-23a y H-23[ respectivamente (Tabla7) en el
espectro de la Figura 28.

Mientras que las sefiales de 28a/28b obsevadas en el espectro de 13C RMN a 6¢= 56,05 y 49,03

ppm fueron asignadas a los carbonos C-22 y C-23 respectivamente (Tabla 9).

Tabla 7. Comparacion entre las sefiales de 1H RMN para H-22, H-23a, H-23B y CH3-21, para los epimeros
28a/28b.

Sefial Compuesto 282 Compuesto 28b

H-22 2,62 ppm (m, 1H) 2,73 ppm (m, 1H)

H-23a 2,40 ppm (m, 1H) 2,58 ppm (m, 1H)

H-23f 2,66 ppm (dd, J=4,4y 4,4 Hz, 1H) 2,80 ppm (dd, /= 4,3y 4,3 Hz, 1H)
CHs-21 0,95 ppm (d, ] = 6,6 Hz, 3H) 0,95 ppm (d, J = 6,6 Hz, 3H)
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H-18
HCO," T 28a: C-22 (S)
Ha 0,CH  28b:C-22 (R)
H-22 H-21
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Figura 28. Espectros de 'H RMN para mezcla de epimeros 28a/28b.

Desde los datos referenciales para la reaccién de epoxidacion de alquenos terminales de tipo
esteroidal de similar estructura, se conocia que el epimero mayoritario debiese ser el epéxido
28b [118], lo que fue confirmado por los datos de integracion de las sefales de H-22, H-23a. y
H-23p de la mezcla 28a/28b. De esta forma se establecio que la proporcién en mezcla como
28a/28b = 0,39:1,0. La preferencia a formar mayoritariamente el epimero 28b se podria
explicar en funcién de las conformaciones mas estables en el equilibrio (III y V), y la mayor
facilidad de ataque del peroxiacido sobre la conformacién IV en el estado de transicién indicada

en la Figura 29.

Es: Esteroide

Cl

Figura 29. Representacidn de las posibles conformaciones en equilibrio en el estado de transicién para
el ataque de MCPBA sobre el enlace doble C22-C23, que muestra la conformacién preferencial IV para
la reaccion de epoxidacién y posterior formacién del epimero mayoritario.
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Debido a que no fue posible separar la mezcla de epimeros epoxidados 28a/28b, se procedio a
saponificar esta mezcla en las posiciones C-3 y C-6, la cual fue realizada con una solucién de
K>CO3 al 5% en CH30H, obteniéndose la mezcla de epimeros 29a/29b = 0,5:1,0 (Figura 30) con
un 93 % de rendimiento. La presencia de los grupos dihidroxidos en la posicién C3 y C6 fue
confirmada por datos espectroscopicos de tH RMN y 13C RMN. De esta forma, la ausencia de las
sefales a 6y = 8,03 y 6y = 8,01 ppm en el epectro de la mezcla 28a/28b (Figura 28), confirman
la saponificacidn de los grupos formilos. Mientras que las sefiales observadas a 6c = 71,54 y
68,00 ppm en el espectro de 13C RMN de la mezcla de epimeros 29a/29b fueron asignadas a los
carbonos C-3 y C-6 respectivamente (Tabla 9). Informacién adicional de la presencia de los
grupos dihidroxidos en fue proporcionada desde el espectro de IR, donde las sefiales
observadas a 3394, 2937 y 2866 cm! fueron asignadas a los enlaces O-H, C-H y C-H

respectivamente.

H-18

- 29a: C-22 (S)
H &H 29b: C-22 (R)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06 04
f1 (ppm)

Figura 30. Espectro de 'H RMN de la mezcla de epimeros epoxidados 29a/29b.

Adicionalmente en las Tabla 8 y Tabla 9 se encuentran los datos espectroscopicos de 1H RMN
y 13C RMN de los compuestos 24 hasta el 29, en las que se pueden observar los diferentes
desplazamientos para cada uno de estos compuestos en las distintas reacciones realizadas. En

la tablas solo se incluyen los desplazamientos para los epimeros mayoritarios.
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Tabla 8. 5 (ppm) 'H RMN (CDCls, 400.1 MHz) para los compuestos 24-29 de los epimeros

mayoritarios.
H 24 25 26 27 28 29
ompuestos
3 4,83 4,80 4,78 3,50 4,83 3,62
6 5,30 531 5,27 4,01 5,30 4,05
21 0,92 1,0 0,92 0,94 0,95 0,95
22 2,40 5,64 3,71 3,72 2,73 2,73
23 2,26 - - - - -
23a - 4,88 3,58 3,61 2,58 2,58
23b - 4,80 3,38 3,40 2,80 2,79
HCO2-C3 8,04 8,01 8,05 - 8,03 -
HCO2-C6 8,01 8,01 8,04 - 8,01 -

Tabla 9. § (ppm) 13C-RMN (CDCls3, 100.6 MHz) para los compuestos 24-29 de los epimeros

mayoritarios.
C 24 25 26 27 28 29
Compuestos
3 73,55 73,43 73,60 73,38 73,49 71,54
6 7091 70,79 76,31 69,64 70,81 68,00
21 18,22 20,00 14,84 14,44 16,89 17,00
22 30,94 144,88 76,62 76,25 55,67 55,76
23 31,23 111,68 64,62 64,20 49,03 50,00
24 179,98 - - - - -
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HCO02-C3 160,60 160,44 163,92 - 160,51

HCO2-C6 160,51 160,37 163,78 - 160,44

Como se indico anteriormente no fue posible separar los glicoles 26a y 26b desde la mezcla,
por métodos convencionales (C.C., cristalizacion, etc.), y siguiendo con lo propuesto, el paso
siguiente consistid en derivatizar esta mezcla mediante la reaccion de benzoilacién selectiva en
la posicién C-23 con cloruro de benzoilo, segin se indic6 en el Esquema 3 con el objetivo de

lograr la separacion de los epimeros y luego para la obtencién de los analogos 27ay 27b.

Sin embargo, la reacciéon de benzoilaciéon sobre la mezcla 26a/26b, de acuerdo al
método reportado en bibliografia [132] para analogos de similar estructura, al parecer produjo
una reaccidon no deseada, presumiblemente la saponificacién de los grupos formilo de las
posiciones C-3 y C-6, generandose un mezcla compleja de productos de reaccidn, la cual no fue
posible de separar ni identificar, con lo cual no se logroé el objetivo deseado para esta reaccién.
Debido a que no se puedo obtener los derivados benzoilados 30a y 31b indicados en la
propuesta inicial del Esquema 3, se procedi6 a realizar una ruta de sintesis alternativa, la cual

se indica en el Esquema 5.

En esta nueva ruta se propone reemplazar los grupos formilos de las posiciones C-3 y
C-6 por grupos acetilos, ademds se evalua la posibilidad de utilizar la reaccion de
dihidroxilacién asimétrica de Sharpless [126-127] por la de Upjohn, con el objetivo de
aumentar la estereo selectividad en la formacion de los epimeros hidroxilados en C-22, dado
que la dihidroxilacion de Upjohn produce mayoritariamente el epimero con configuracion ()
en C-22 [108,109,132]. Posteriormente se realizara la reaccion de benzoilacién selectiva en la
posicion C-23 donde se establece que los alcoholes primarios son mas reactivos que los
alcoholes secundarios frente a esta reaccion [129-133], lo que permitira la obtencién de los
derivados monobenzoilados 35a y 35b, y que posteriormente por reacciéon de saponificacion

produciria los anélogos finales 27a y 27b (Esquema 5).
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Esquema 5. Estrategia de sintesis propuesta para obtener los derivados monobenzoilados 35a, 35b, y que por
posterior saponificacién de estos se obtendrian los analogos 27a 'y 27b.

La reaccién de acetilaciéon de 16 bajo condiciones estandares (Ac;O/DMAP/CH:CI)

[132], produjo el derivado diacetilado 32 con un 81% de rendimiento. La estructura del

compuesto diacetilado 32 fue confirmada por datos espectroscépicos de 1H y 13C RMN. De esta

forma, las senales observadas a &u= 1,99 (CH3CO-C6) y &u= 2,02 (CH3CO-C3) ppm fueron

asignadas a los hidrégenos de ambos grupos acetatos (Figura 31). Mientras que las sefiales

observadas en el espectro de 13C RMN a §¢ = 170,55 y 170,52 ppm fueron asignadas a los

carbonos CH3C0,-C3 y CH3CO0,-C6 respectivamente (Tabla 13). Informacién adicional de la

presencia de los grupos acetatos en C3-C6, fueron proporcionadas desde el espectro IR, donde

las sefiales observadas a 3525, 2949, 2868, 1722y 1680 cm-! fueron asignadas a los enlaces O-

H, C-H, C-H, C=0y C=0.
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Figura 31. Espectros de 'H RMN del derivado 32.

Posteriormente se realizo la reacciéon de descarboxilaciéon del derivado 32, de acuerdo al
método descrito anteriormente [114], en esta oportunidad se obtuvo el alqueno 33 con un 55%
de rendimiento. La formacion del Alqueno en la posiciéon C22-C23 fue confirmada por datos
espectroscopicos de 1H RMN y 13C RMN y por datos de referencia [114]. De esa forma, las
senales observadas en el espectro de tH RMN a éu= 5,65, 4,90 y 4,82 ppm fueron asignadas a
los hidrégenos H-22, H-23a y H-23b respectivamente (Figura 32), a diferencia de las sefiales
observadas en el analogo 32 las que fueron observadas a 6= 2,37 y 6u= 2,23 ppm, y asignadas
a los hidrégenos H-22 y H-23. Ademas la ausencia de la sefial a §¢= 180,09 ppm (Tabla 13) en
el espectro de 13C RMN asignada al carbono C-24, confirma la eliminacién de la funcién
carboxilica, mientras que la observacion de las sefiales a §¢= 145,06 y 111,69 ppm confirman la

presencia del enlace doble terminal en la posicion C22-C23.

%, HOAr-6
‘ \ HOAr-3
H19 H-18
AcO' A 33 et
OAc

H-23b
H-23a
H-22 H-6 H-3
L T

T T T T T T T T T T T
6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0

—— T T T
3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4
f1 (ppm)

Figura 32. Espectros de 'H RMN para el derivado 33.
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Posteriormente se realizé la reacciéon de dihidroxilaciéon asimétrica de Sharpless, sobre el
enlace doble de la posicion C22-C23 del compuesto 33, utilizando como un inductor quiral el
sistema DHQD-CLB/CH3SO,NH,/K>C0O3/K3[Fe(CN)s]/0s04) [129-130]. Sin embargo, mediante
este procedimiento se obtuvo la mezcla de glicoles epimericos 34a/34b con un 95% de
rendimiento. La formacidn de la funcién glicol fue confirmada por datos espectroscopicos de 1H
RMN y 13C RMN. De esa forma, las sefiales observadas a &u= 3,88, 3,63 y 3,51 ppm fueron
asignadas a los hidrégenos s H-22, H-23a y H-23b respectivamente (Figura 33).

La proporcién de epimeros en la mezcla 34a/34b fue establecida como 34a/34b = 1,0:0,7 la
cual se determino en base a la integracion de las areas de las sefiales dobletes del grupo CHs-
21 en el espectro de 1H RMN en la mezcla. Para esta sefal se observaron dos desplazamientos
a 6u= 0,94y 6u= 0,90 ppm (Tabla 10). El area de integracién de la sefial a 6u= 0,94 ppm es mas
intensa en altura que la sefial a 6= 0,90 ppm, demostrando que el epimero con la configuraciéon
C-22 (S) estd en mayor proporcion con respecto al epimero C-22 (R). Esta asignacidén al epimero
mayoritario fue establecida por comparacion de datos espectrocépicos para la sefial de CHz-21
entre los espectros de 1H RMN de la mezcla 34a/34b, con aquellos obtenidos para la mezcla
26a/26b. Mientras que las sefiales observadas en el espectro 13C RMN a 6¢c= 74,11y 62,47
ppm fueron asignadas a C22 y C23 respectivamente. Informacién adicional de la presencia de
los grupos hidroxilos en C22-C23 fue proporcionada desde el espectro de IR, donde las sefiales
observadas a 3446, 2934, 2870, 1737 y 1717 cm-! fueron asignadas a los enlaces O-H, C-H, C-
H, C=0y C=0.

HOAr-3 H-19

HOAr-6
34a: C-22 (S)
34b: C-22 (R)

H-23a
H-6 H-3 H-22
H-23b

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0f %.8 )2.6 24 22 20 18 16 14 12 10 08 0.6 0«
1 (ppm

Figura 33. Espectros de 'H RMN para la mezcla de epimeros 34a/34b.
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Tabla 10. Comparacién entre las seflales de 1H RMN para H-22, H-23a, H-23b y CH3-21, para los
epimeros 34a/34b.

Sefial Compuesto 34a Compuesto 34b

H-22 3,80 ppm (m, 2H) 3,80 ppm (m, 2H)

H-23a 3,63 ppm (dd,/=9,9y9,9 Hz, 1H) 3,63 ppm (dd,/=9,9y 9,9 Hz, 1H)
H-23b 3,51 ppm (dd,/=9,1y 9,1, Hz, 1H) 3,51 ppm (dd,/=9,1y9,1 Hz, 1H)
CHs-21 0,90 ppm (d, /= 5,7 Hz, 3H) 0,94 ppm (d, /= 6,8 Hz, 3H)

Como se indicé anteriormente, en la dihidroxilaciéon de Upjohn se obtuvo una mezcla de glicoles
en C-22(S)/C-22(R) de 26a/26b = 5,0:1,0, mientras que en la dihidroxilacién de Sharples la
mezcla de glicoles en C-22(S)/C-22(R) fue de 34a/34b = 1,0:0,7 (Figura 34), aun cuando estas
solo difieren estructuralmente en los grupos presentes en las posiciones C-3 y C-6 (grupos
formilos para el primer caso y grupos acetatos para el segundo), y se estima que mayormente
no interfiere en la reaccion, por lo cual cabe la posibilidad de realizar un andlisis para explicar

las preferencias en la obtencion del epimero mayoritario en cada uno de estos métodos.

OH OH

OH

DHQD-CLB/CH3SO,NH,
K;CO3/K3[Fe(CN)g]

0s04

0s04
(CH3)3COH/H,0
-
NMMNO

RO\\\\“ (dihidroxilacion de Upjohn) RO\\‘“\. (CH3)3COH/H,0 RO\\\N. .
i H Z (dihidroxilacion de Sharpless) H =
OR OR OR
26a: C-22 (S), R=HCO 25: R = HCO 34a: C-22 (S), R=CH3;CO
26b: C-22 (R), R=HCO 33: R = CH,CO 34b: C-22 (R), R=CH3CO
26a:26b = 5,0:1,0 34a:34b = 1,0:0,7

Figura 34. Diferencias observadas en la proporcién de mezclas de glicoles epiméricos 26a/26b y
34a/34b en C-22(S) y C-22(R) obtenidas en las reacciones de dihidroxilacién de Upjohn y Sharpless
respectivamente.

Es sabido que la reaccién de dihidroxilaciéon de Upjohn en enlaces dobles terminales de nucleos
esteroidales, produce la mezcla de glicoles epiméricos en C-22, donde predomina el epimero C-
22 (S) como mayoritario [118-119,132], lo cual fue explicado anteriormente en la Figura 25.

Mientras que para el caso de la dihidroxilacién de Sharpless se proponen las conformaciones
en equilibrio V y VI como mas estables en el estado de transicion para el ataque del complejo

0s04-L (Figura 35), que presenta un mayor tamafio y disposicién espacial, comparado con las
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propuestas para el caso de la dihidroxilacién de Upjohn, lo que estaria favoreciendo de cierta

forma la formacion del epiero 34b (C-22 R), en una mayor proporcion comparado con el

método de Upjohn.
c /OH
23 H_..O
Cg)H ~ Os_ OH
/////// ’/_\/ OH ’ ////’//, OH
-
St St

34a St CH, 34b
Producto levemente Prpduptol levemente
mayoritario H minoritario

Es = Esteroide

DHQD-CLB

Figura 35. Representacion esquematica del ataque del complejo OsO4-L sobre el enlace doble C22-C23,
que muestra las conformaciones preferenciales Vy VI para la reacciéon de dihidroxilacion asimétrica de
sharpless.

Siguiendo con la ruta de sintesis indicada en el Esquema 4, el paso siguiente consisti6 en realizar
la reaccién de benzoilacion selectiva en la posicion C-23 de la mezcla de glicoles 34a/34b, que
permitira la obtencién de los derivados monobenzoilados 35a y 35b, y asi, por separacién por
columna cromatografica y subsecuente cristalizacion se espera lograr separar la mezcla de
epimeros derivados en forma de benzoatos. Posterior reaccién de saponificacién produciria los
analogos finales 27ay 27b (Esquema 5).

Sin embargo, luego de la reaccién de benzoilacién, se obtuvo una mezcla compleja de productos,
que por posterior separacion por C.C. y recristaliazacion, se lograron aislar los derivados 35a
(11,3%), la mezcla de epimeros 35a/35b (86,2%) y el derivado dibenzoilado 36a (9,1%)
(Esquema 6).
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Esquema 6. Estructura de los derivados monobenzoilados 35a, 35b, y dibenzoilado 36a, producidos
en la reaccion de benzoilacion de la mezcla de glicoles 34a/34b.

La estructura del derivado benzoilado 35a fue confimada por datos espectrocépicos de H RMN
y 13C RMN. De esa forma, las sefiales observadas a éx = 8,05, 7,45 y 7,58 ppm fueron asignadas
a los hidrégenos HAr-2’, HAr-3' y HAr-4’ respectivamente (Figura 37). Mientras que en el
espectro de 13C RMN las sefiales observadas a §c= 166,99, 129,90, 129,62, 128,42 y 133,17 ppm
fueron asignadas a los carbonos CO-Ar, C1’-Ar, C2’-Ar, C3’-Ar y C4’-Ar respectivamente,
mientras que las sefiales observadas a 6¢= 71,79 y 68,95 ppm, fueron asignadas a los carbonos
C-22 y C-23 respectivamente. Informacién adicional de la presencia del grupo benzoato fue
proporcionada desde el espectro de IR, donde las sefiales observadas a 3523, 2942, 2890, 2890,
2866,1735y 1276 cm'! fueron asignadas a los enlaces 0-H, C-H, C-H, C=0,y OCOAr.

La posicién de benzoilacién selectiva en C-23 fue confirmada desde los datos espectroscépicos
proporcionados por el espectro 2D HMBC del compuesto 35a, donde las principales
correlaciones heteronucleares fueron observadas entre los hidrogenos H-23 con el grupo C=0

(Ar) a dc= 166,99 ppm, segun se indica en la Figura 36.
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Figura 36. Principales correlaciones heteronucleares 3/u-c HMBC entre los hidrégenos H-23a, H-23b y
HAr-2’ con el grupo carbonilo aromético, que confirman la posiciéon de la funcién éster de benzoato
en C-23 para el derivado monobenzoilado 35a.

Adicionalmente se obtuvo la mezcla de derivados monobenzoilados 35a/35b con un 86,2% de
rendimiento (Esquema 6). La proporcion de los derivados en la mezcla fue establecida como
35a:35b = 1,0:0,45, considerando las integraciones de las sefiales asignadas a los hidrégenos
CH3-21 observadas a ou = 1,05 y 1,00 ppm respectivamente. La determinacién estructural para
el epimero 35b fue establecida por comparaciones de los datos espectrocépicos de tH RMN
asignados al epimero puro 35a con los observados en el espectro de ! HRMN de la mezcla
35a/35b (Figura 37). De esta forma, las principales diferencias observadas en la mezcla fueron

establecidas para los hidrégenos H-22, H-23a, H-23b y CH3-21, seglin se indica en la Tabla 11.

Tabla 11. Comparacién entre las sefiales de 1H RMN para H-22, H-23a, H-23b y CH3-21, para los
epimeros 35ay 35b.

Sefial Compuesto 352 Compuesto 35b

H-22 4,07 ppm (dd,J=3,4y 2,0 Hz, 1H) 4,05 ppm (dd, /=4,0y 3,3 Hz, 1H)
H-232 4,48 ppm (dd,/=11,4y 2,0 Hz, 1H) 4,39 ppm (dd,J=11,3y 8,4 Hz 1H)
H-23b 4,21 ppm (dd, J=11,4y10,2 Hz, 1H) 4,26 ppm (dd, J=11,4y 3,3 Hz, 1H)
CHs-21 1,04 ppm (d, / = 6,8 Hz, 3H) 1,00 ppm (d, J = 6,4 Hz, 3H)

Por otra parte, se obtuvo el derivado dibenzoilado 36a con un 9,1% de rendimiento. La
incorporaciéon de ambos grupos benzoatos para este derivado en las posiciones C-22 y C-23 fue

confimada por datos espectrocopicos de 1H RMN y 13C RMN.
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El anillo aromatico que se encuentra presente en C-23 fue confirmado por la presencia de las
senales observadas a 6x = 8,06, 7,44 y 7,56 ppm, que fueron asignadas a los hidrégenos HAr-2’,
HAr-3’ y HAr-4’ respectivamente, . Mientras que las sefiales observadas a éu = 4,64 y 4,50 ppm
fueron asignadas a los hidrégenos H-23a y H-23b respectivamente. El anillo aromatico que se
encuentra enlazado con C-22, fue confirmado por la presencia de las sefiales observadas a éu=
7,97, 7,38 y 7,52 ppm, que fueron asigandas a los hidrégenos HAr-2”, HAr-3” y HAr-4"
respectivamente . (Tabla 12). Mientras que la sefial observada a 6x = 5,56 ppm fue asignada a
H-22.

La sefnales de 13C RMN del anillo aromatico enladado a C-23, fueron observadas a é6¢c = 129,81,
129,62, 128,37 y 133,04 ppm, las que fueron asignadas a los carbonos C1’-Ar, C2’-Ar, C3’-Ar
C4’-Ar respectivamente. Adicionalmente se observa la sefial a 8¢ = 166,61 ppm que fue asignada
al grupo CO-Ar’. Mientras que la sefial a observada a d¢ = 63,00 ppm fue asignada a C-23. Para
el anillo aromatico enlazado a C-22, las sefiales observadas en el espectro 13C RMN a 6¢= 130,38,
129,65, 128,35 y 132,98 ppm fueron asignadas a los carbonos C1”-Ar, C2”-Ar, C3”-Ar, C4”-Ar
respectivamente. Adicionalmente se observa la sefial a ¢ = 165,91 ppm que fue asignada al
grupo CO-Ar”. Mientras que la sefial a observada a oc = 74,67 ppm fue asignada a C-22 (Tabla
13). En la Figura 37 se observa una comparacion entre los espectros de 'H RMN para los
derivados monobenzoilado 35a, la mezcla 35a/35b y el derivado dibenzoilado 36a. La
proporcién en la mezcla fue establecida como 35a/35b (1,0:0,4) se determino en base a las
areas de integracion de las sefales dobletes del grupo CHs-21 en el espectro de H RMN se
determino en base a las areas de integracion de las sefiales dobletes del grupo CH3-21 en el
espectro de 'H RMN para esta sefal se observaron dos desplazamientos, para 35a a 6u=1,04
ppm (d,J = 6,8 Hz, 3H, H-21), y para 35b a 6ys=1,00 ppm (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-21), (Figura 37), el
area de integracion del primer desplazamiento es mas intensa en altura que la segunda senal,
demostrando que el epimero con la configuracién S esta en mayor proporcién que el epimero

R.
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Figura 37. Espectros de 'H RMN, comparascién entre los derivados 35a mezcla 35a/35b y 36a.
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Finalmente la determinacion estructural del derivado dibenzoilado 36a fue establecida
utilizando técnicas espectroscépicas combinadas de H, 13C, HSQC, HMBC y por comparaciones
y correlaciones de RMN con el derivado monobenzoilado 35a. De esta forma, la principal
informacioén estructural fue proporcionada desde el espectro 2D HMBC, donde las asignaciones
de ambos grupos benzoatos mostraron correlaciones heteronucleares a 2Juc y 3Juc segin se

indican en la Figura 38.

Figura 38. Principales correlaciones heteronucleares 2D HMBC a 2Juc (azul) y 3/uc (rojo) observadas
para el derivado dibenzoilado 36a, que confirman las posiciones de ambos grupos benzoatos en C-22
y C-23 de la cadena lateral.

A modo de resumen en las Tabla 12 y 13 se muestran los desplazamientos quimicos de
1H y 13C RMN para las principales sefiales observadas en los derivados 32-36a.
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Tabla 12. 5 (ppm) 'H RMN (CDCls, 400,0 MHz) para los compuestos 32-36a.

H 32 33 34a 34b 35a 35b 36a
C uestos

3 4,68 4,70 4,70 4,70 4,70 4,70 4,71
6 512 5,14 5,14 5,14 515 515 5,16
21 0,90 1,02 0,94 0,90 1,04 1,00 1,13
22 2,37 5,65 3,80 3,80 4,05 4,05 5,56

23 2,23 - - - - - -
232 - 4,90 3,63 3,63 4,48 4,39 4,64
23b - 4,82 3,51 3,51 4,21 4,26 4,50
CH3CO00-C3 1,99 2,01 2,01 2,01 2,01 2,05 2,02
CH3CO00-C6 2,02 2,04 2,04 2,04 2,02 2,02 2,05
HAr-2’ - - - 8,05 8,05 8,06
HAr-2” - - - - - 7,97
HAr-3’ - - - 7,45 7,45 7,44
HAr-3” - - - - - 7,38
HAr-4' - - - 7,58 7,58 7,56
HAr-4” - - - - - 7,52
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TABLA 13. 8 (ppm) 13C-RMN (CDCLs, 100,6 MHZ) para los compuestos 32-36a.

C 32 33 34 34b 352 35b 36a
Compuestos
3 73,66 73,69 73,64 73,64 73,63 73,63 73,64
6 70,92 70,95 70,87 70,93 70,87 70,87 70,87
21 18,16 20,07 12,62 13,01 12,90 12,39 13,76
22 30,93 145,06 74,11 73,88 71,79 70,89 74,67
23 30,64 111,69 62,47 66,04 68,95 68,88 63,00
24 180,09 - - - - - -
CH3CO02-C3 170,55 170,47 170,52 170,52 170,50 170,50 170,51
CH3CO02-C6 170,52 170,47 170,49 170,49 170,45 170,45 170,45
CH3C02-C3 21,36 21,41 21,40 21,40 21,40 21,40 21,42
CH3CO02-C6 21,32 21,37 21,37 21,37 21,36 21,36 21,37
CO-Ar - - - - 166,99 166,68 166,61
CO-Ar” - - - - - - 165,91
Ar-1’ - - - - 129,90 129,88 129,81
Ar-1” - - - - - - 130,38
Ar-2’ - - - - 129,62 129,62 129,62
Ar-2” - - - - - - 129,65
Ar-3’ - - - - 128,42 128,36 128,37
Ar-3” - - - - - - 128,35
Ar-4’ - - - - 133,17 133,08 133,04
Ar-4” - - - - - - 132,98
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Resultados y discusiones de la evaluacion de los andalogos de
brasinoesteroides sintetizados como promotores de elongacidon celular
vegetal.

Debido a que la promocion del crecimiento vegetal es una de las propiedades intrinsecas de los
BRs naturales [8], se midi6 el efecto de la aplicacion de analogos y derivados de BRs
sintetizados, aquellos que se obtuvieron como mezclas 26a/26b, 27a/27b, 28a/28b y
29a/29b, 35a/35b y los que se obtuvieron en forma pura 35a y 36a, como promotores de
elongacion celular vegetal. La cuantificacion se realizé mediante el test de la Inclinacién de la
lamina de arroz (RLIT)[130,134], usando brasindlido 1 como control positivo de actividad. La
Tabla 14 muestra las moléculas evaluadas y el efecto de la aplicacién de estos andlogos
sintéticos de BRs en la medicién del angulo (en grados) de la inclinacién de la ldmina de arroz
(Oryza sativa cultivar Zafiro). Los resultados corresponden al dngulo promedio de apertura +
DS, producto de seis replicas independientes para las concentraciones 1x10¢ M, 1x107 M y
1x10-8 M.

En el Anexo 5 se entrega el registro visual del ensayo RLIT y los angulos obtenidos posterior a
la aplicacién de los diferentes analogos testeados.

Tabla 14. Efecto de la aplicacién de andlogos de BRs sobre la inclinacién de la ldmina de arroz
(dngulo promedio de apertura en grados + DS).

Angulo de Inclinacién de la ldamina de arroz (RLIT) (°)

Compuestos Estructura de los Analogos de Brs Concentracion del compuesto [M]
(Codigo) 1x10° 1x107 1x10°
Brasinolido 1 70+7,6 41+4,5 31+1,0
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26a/26b 30+4,5 26+2,7 21+2,7
27a/27b 44442 14+2,2 8+3,5
w0
28a/28b 21+1,0 20+0,0 20+1,6
HCO;"™ :
H 6,cH
(@]
29a/29b 28+2,9 30+0,0 17424
HO" -
" on
. 'EZ'II
- -‘\ 0 Il,-.: ,
N 46%2,9 50+2,5 68+2,5
35a/35b Ljr o
C:I.l-.n:
QH
o)
35a s 49+2,5 48+2,9 20+1,0
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o)
0
362 ’%@ 2321 25+1,0 6£2,5
0
AcC" ;
HOAc
Control Agua 7+4,5
negativo

Analizando los resultados, se observa que los analogos sintéticos de BRs evaluados presentaron
una dependencia directa de la concentracion para los efectos como promotor de elongacién
celular vegetal. Se observa que la mezcla de epimeros 35a/35b a las concentraciones de 1x10-
7y 1x108 [M] y el andlogo 35a a concentracion de 1x10-7 [M] superan el efecto del control
positivo 1, y todos los analogos obtenidos superan el control negativo, a excepcion del analogo

36a a una concentracion de 1x10-8 [M].

Si se realiza el analisis porcentual, a una concentraciéon de 1x10-7 M, las mezclas 26a/26b,
27a/27b,35a/35b y el compuesto 35a, superaron el control negativo en un 73%, 50%, 86% y
85% respectivamente. Estos andlogos presentan cadena lateral 24-nor con C22-C23
dihidroxilados (26a/26b y 27a/27b), C22 hidroxilado y C-23 monobenzoilado (35a) y C22-
C23 dibenzoilados (36a), Tabla 15, 16 y 17. Comparando entre ellos se puede observar la
importancia del grupo hidroxilo en la cadena lateral en C-22, el cual influye positivamente en la

apertura de la lamina de arroz.

Apesar que 26a/26b,27a/27by 35a/35b son mezclas de epimeros, se obtuvieron los mejores
resultados sobre la elongacion celular vegetal. De los seis andlogos y derivados evaluados, se
observd que la mezcla de epimeros 35a/35b mostré los mayores resultados (90%) a la

concentracion de 1x10-8 M.

Para establecer algun tipo de Relacion-Estructura-Actividad como promotores de la elongacion

vegetal entre los andlogos y derivados evaluados, estos se agruparon en funcion de las
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modificaciones estructurales presentadas en la cadena lateral para cada pareja homologa de
analogos, es decir con funcién dihidroxilo (compuestos 26a/26b y 27a/27b), epoxido
(compuestos 28a/28b y 29a/29b) y benzoilo (compuestos 35a/35b, 35a y 35b). Estos datos
se muestran en las Tablas 15-17.

Tabla 15. Angulo promedio de apertura de la lamina de arroz (grados = DS) para la serie 26a/26b y
27a/27b a concentraciones 1x10-¢ M, 1x10-7 M y 1x10-8 M.

on . oA
OH | OH
HO\" < HCOZ\\. H -
H éH OzCH
27a/27b 26a/26b
1x10-¢ M 44442 30+4,5
1x10-7 M 14+2,2 26+2,7
1x10-8 M 8+3,5 21+2,7
- Actividad + Actividad

Se observa desde la Tabla 15 que la mezcla 26a/26b present6 la mayor actividad, con un
promedio de 72% de aumento, comparado con el control negativo (agua) con un angulo de

7+4,5.

Si se comparan los resultados observados entre las mezclas de los analogos 26a/26b y
27a/27b, su esqueleto es el mismo, lo Unico que difieren es en los grupos funcionales del anillo
AyB.Enelcasode27a/27b se encuentran dihidroxilado en C-3 y C-6, en cambio en 26a/26b,
se encuentran diformilados. Ambas cadenas se encuentran dihidroxiladas en C-22 y C-23. La
proporcion entre los epimeros S:R fue de 5:1 en 26a/26b y 7:1 para 27a/27b. La diferencia
entre las actividades bioldgicas podria estar asociada s6lo al cambio de las funciones orgéanicas

en las posiciones C-3 y C-6.
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Tabla 16. Angulo promedio de apertura de la ldmina de arroz (grados = DS) para la serie 28a/28b y
29a/29b a las concentraciones de 1x10-¢ M, 1x10-7 My 1x10-8 M.

“, \N‘O
O
HCOZ\“. - HO\\ H :
O,CH OH
28a/28b 29a/29b
1x10-¢ M 21+1,0 28+2,9
1x10-7 M 20+0,0 30+0,0
1x108 M 20+1,6 17+2,4
- Actividad + Actividad

En la Tabla 16 cabe destacar, que las mezclas de los analogos 28a/28b y 29a/29b superan al
control negativo . La mezcla que presenté mayor actividad fue 29a/29b, superenado en un 77%

al control negativo a una concentraciéon de 1x10-7 M.

Si se comparan las mezclas de los andlogos 28a/28b y 29a/29b, su esqueleto es el mismo, lo
unico que difieren es en los grupos funcionales del anillo A y B. En el caso de 28a/28b se
encuentran diformilados en C-3 y C-6 y en 29a/29b se encuentran dihidroxilados. Ambas

cadenas se encuentran epoxidadas en C-22 y C-23.
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Tabla 17. Angulo promedio de apertura de la ldmina de arroz (grados = DS) para la serie 35a/35b,

35ay 36a a las concentraciones de 1x10-¢ M, 1x10-7 My 1x10-8 M.

AcO

OH

N0 =

(:)Ac

P

362 35a 35a/35b
1x10-¢ M 23+2,1 49+2.5 46+2,9
1x107 M 25+1,0 48+2,9 50+2,5
1x10-8 M 6+2,5 20+1,0 68+2,5
- Actividad + Actividad

En la Tabla 17 Cabe destacar, que los resultados para el analogo puro 35a, son similares en la
respuesta para la concentracion 1x106¢ M y 1x107, sin embargo 35a/35b a menor
concentracion, la mezcla entre los epimeros provoca una mayor elongacién en el angulo de
apertura de lalamina de arroz. El analogo 36a es el que presenta menos apertura, posiblemente

por la benzoilacion de C-22.

La mezcla 35a/35b fue la que present6 mayor actividad en todas las concentraciones, 1x10-6,
1x107 y 1x10-8, superaron el control negativo en un 84%, 86% y 88 %, respectivamente. La

proporcion de los derivados en la mezcla fue establecida como S:R =1,0:0,4 entre los epimeros.

Si comparamos la mezcla anterior con 35a este posee en su cadena lateral configuracién C-22
(S), adiferencia de 35a/35b el cual posee ambas configuraciones (S/R), lo que puede causar el
aumento del angulo en estd mezcla. Si comparamos sus actividades a la concentracién de 1x10-
7la actividades de ambos superan al control negativo y la respuesta de ellos es similar, siendo

la mejor 35a/35b con una atividad de 86% en comparacioén de 85% de 35a.
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Si se comparan los analogos 35ay 36a, su esqueleto es el mismo, lo Unico que difieren es en los
grupos funcionales presentes en la cadena laterla. En el caso de 36a se encuentra dibenzoilado
en C-22 y C-23 y en 35a se encuentra hidroxilado en C-22 y benzoilado en C-23. Ambos son
productos puros con configuracion C-22 (S). El analogo 35a obtiene mejor resultado debido a
su cadena lateral hidroxilada en C-22, en cambio el analogo 36a tiene bloqueada esta posicion,

con un grupo benzoilo.

Con respecto a la bibliografica citada, la actividad segun la funcién hidroxilada en el anillo A y
B, cumple con el requerimiento como promotor del crecimiento, aumentando su actividad.
Como fue demostrados por Brosa et al. de la actividad bioldgica de los analogos III, IV, VIII y IX
(Figura 8), demostraron obtener el mismo rango de actividad. Esta actividad fue medida a
través del ensayo de RLIT, de la variedad de Bahia. Con respecto a este estudio, coincide el
resultado obtenido con la mezcla de el andlogos 27a/27b ala concentracion de 1x10-¢ [M], ya

que la funcion dihidroxilada se encuentra presente en C-3 y C-6 de los anillos Ay B.

En el andlogo VIII la fusién de los anillos A/B es de tipo trans y en el anillo A posee la funcién
diol 2a y 3o, en cambio el analogo IX la fusién de anillo A/B es de tipo cis y en el anillo A posee
la funsidén diol 2 y 3B a pesar de las diferencias estructurales, ambos presentaron el mismo
valor de 94% como resultado en la actividad biolégica medida a través de RLIT, demostrando
que la alta actividad bioldgica depende principalmente de las interacciones de los grupos
funcionales que se encuentre en los anillos, independiente que sus anillos contengan fusiones
de tipo cis o trans. [49]. Esto esta en acuerdo con la actividad observada a la concentracién de

1x10-6 [M] para la mezcla de analogos 27a/27b.

En otro estudio reportado por Espinoza L. [47] el andlogo V (Figura 9) demostré actividad
biolégica ensayada en los tests de elongacion de hipocétilos y expansion de cotiledones del
rabano. Si se compara este analogo con las mezclas de los analogos 27a/27b y 26a/26b,
estructuralmente ambos poseen con una cadena lateral C-22 y C-23 dihidroxilada, siendo la
mezcla 26a/26b uno de los mas activa en promedio en el ensayo de RLIT. Sin dejar de lado el
analogo 35a/35b el cual es el mas activo en promedio en el ensayo de RLIT, aunque no esté

dihidroxilado en C-22 y C-23, pero si se encuentra mono hidroxilado en C-22.
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Finalmente, los analogos que obtuvieron un promedio mayor, se destacan por poseer, grupos
hidroxilados en la cadena lateral C-22 y C-23, o benzoilado en C-23, y diformilados o

diacetilados en los anillos Ay B en C-3 y C-6.
Luego del primer andlisis y de los resultados observados en los ensayos bioldgicos, se realizaron

las pruebas in vitro de germinacion para las mezclas de analogos 26a/26b, 27a/27b y el

analogo puero 35a, con y sin la presencia de Cu (metal pasado)
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Resultados y discusion de la evaluacion de los analogos de
brasinoesteroides sintetizados en los parametros de germinacion.

Los parametros del proceso de germinacion evaluados para las mezclas epiméricas de analogos
26a/26by27a/27b, el anadlogo puro 35ay el BRs natural 1 fueron: porcentaje de germinacién,
tiempo medio de germinacidn (MT), tasa de germinacién (MR) y peso seco (PS) de la plantula

germinada para cada tratamiento (ANEXO 6).

Para cada andlisis se trabajo con diferentes concentraciones 1x10-¢, 1x10-7 y 1x10-8 M de los
analogos y el brasinélido (1), con y sin la adicién de Cobre (II) a la concentracién de 80 pM,

como fue mencionado anteriormente en la metodologia.

Porcentaje de germinacion.

Los resultados obtenidos en relacion al porcentaje de germinaciéon con los analogos de BRs
fueron positivos para las mezclas de epimeros 26a/26b y 27a/27b, el analogo puro 35ay el
control positivo el 1, en todas las concentraciones aplicadas sin y con sulfato de Cobre (Tabla
18). Si bien no hubo diferencia significativa entre ellos, los porcentajes obtenidos tienen una
tendencia a aumentar y acelerar la germinacién cuando la mezcla de analogos 26a/26b se
encuentran a una concentracion de 1x10-6y 1x10-7 [M]. Se puede observar que, comparando
con el control negativo cuando solo se aplicé agua, todos los analogos superaron el porcentaje
de germinacion, siendo los mas efectivos en promover la germinaciéon en un 100% las mezclas
27a/27b a 108 [M] y 26a/26b a 106, 107 y 10-8 [M], estos resultados fueron similares a la

respuesta del 1 a 10-6y 10-7 [M], el cual fue utilizado como control positivo.

Los analogos que resultaron superiores al control negativo que presenta solo aplicaciéon de
CuSO04 y que obtuvieron un 100% de germinacion fueron las mezclas 27a/27b a 1x10-6 [M],
26a/26b a 1x10¢y 1x107 [M], y el compuesto puro 35a a 1x10-8[M]. Cabe destacar que la
mezcla de epimeros 26a/26b, fue efectiva en ambos casos con y sin la aplicacion del CuSO4 (ver

Tabla 18).
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Tabla 18. Efecto en el porcentaje de germinacién obtenido por el 1, las mezclas de epimeros
26a/26b, 27a/27b y el andlogo puro 35a con y sin la adicién de sulfato de cobre.

Porcentaje de germinacion (%)
Soluciones | Tratamientos Concentraciones
1x10°M 1x10’M 1x10-8M
H-20 1 100+0,0 100+0,0 98+3,5
26a/26b 100+0,0 100+0,0 100+0,0
27a/27b 98+3,5 95+7,1 100+0,0
35a 83+24,7 95+0,0 98+3,5
H-20 90+0,0
H20 + 1 98+3,5 95+0,0 100+0,0
CuS04 80
uM 26a/26b 100+0,0 100+0,0 95+7,1
27a/27b 100+£0,0 98+3,5 90+7,1
35a 98+3,5 95+0,0 100+0,0
H20 + CuSOs4 | 98+3,5
80 uM
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Tiempo Promedio de germinacion.

Conrespecto al tiempo promedio de germinacién se puede observar una diferencia significativa
entre las mezclas de los andlogos evaluados en ambos casos con y sin la adiciéon de CuSO4

(Grafico 1y 2).

En el Grafico 1, se observa que el control negativo en que solo se aplic6 agua, tarda 4,5 dias en
germinar, en cambio la mezcla de andlogos 26a/26b a 1x10-8 M y el andlogo puro 35a a 1x10-7
y 1x10-¢M, aceleraron el tiempo de germinacion. Entre ellos la mezcla de analogos 26a/26b fue

mas significativa presentando un promedio de 3,6 dias de un total de 5 que durd el experimento.
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Graficos 1. Efectos sobre el tiempo promedio de germinaciéon del 1, las mezclas de analogos 26a/26b
y 27a/27b y el andlogo puro 35a, en comparacién al control negativo (agua). * indica los analogos
mas significativos.

En el Grafico 2, se puede observar que el control negativo que presenta la adiciéon de CuS04 en
la solucién, tarda 4,8 dias en germinar, en cambio la presencia de la mezcla de epimeros

26a/26b a 1x107 y 1x10-¢ [M] y el andlogo puro 35a a 1x10-8[M] presentan valores menores
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acortando el tiempo de germinacion. La mezcla de anadlogos 26a/26b es la mas significativa

con un promedio de 3,8 dias de un total de 5, que duré el experimento.

—¢—Agua ——1+Cu 27a/27b+Cu 26a/26b+Cu  ==d¢=35a3+Cu
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Graficos 2. Efectos sobre tiempo promedio de germinacién de 1, las mezclas de andlogos 26a/26by
27a/27b, y el andlogo puro 35a, con control negativo (agua + CuSos a 80um). *indica los analogos
mas significativos.
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Tasa de germinacion

En relacién al parametro de tasa de germinacion, la cual esta directamente relacionada con el
porcentaje de germinacidny el tiempo promedio de germinacidn de las semillas, se observa una
clara tendencia que indica que la mezcla de epimeros 26a/26b, con y sin CuSO, es la mas activa
para ser utilizado en la promocién de la germinacion en este cultivo (Tomate) (Ver Graficos 3 y

4)

Se observa desde el Grafico 3, que los anadlogos mas activos, y que fueron significativos
estadisticamente frente al control negativo, fueron la mezcla de epimeros 26a/26b a 1x10-8[M]
y el andlogo puro 35a a 1x10-7 y 1x10-6 [M], alcanzando un promedio de tasa de germinacién
de 0,24 y 0,28 respectivamente.

0,4
—4—Agua —l—1 27a/27b 26a/26b ==K=353

0,3

0,2

TASA DE GERMINACION MEDIA

0,1

108 107 10°
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Graficos 3. Efectos sobre la tasa de germinacion de 1, las mezclas de analogos 26a/26b y 27a/27b y
el andlogo puro 35a, en comparacién con el control negativo agua. *indica los analogos mas
significativos.
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De forma similar, para el caso de los tratamientos que presentaban la adicién de cobre en la
mezcla de epimeros 26a/26b a 1x10-8, 1x10-7 y 1x10-¢ [M] presenta diferencias significativas
versus el control, con un promedio de tasa de germinacién de 0,27 siendo superior a todos los

andlogos en todas las concentraciones aplicadas (Ver Grafico 4).

—&—Agua+Cu —li—1+Cu 27a/27b+Cu 26a/26b+Cu  ==¥=35a+Cu

0,4

0,3
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10°8 107 10°6

CONCENTRACIONES (M)

Graficos 4. Tiempo medio de germinacion en dias v/s el 1, las mezclas de analogos 26a/26by
27a/27b y el analogo puro 35a, con control negativo (agua + CuSO4a 80um). *son los anadlogos mas
significativos.
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Peso Seco de semillas germinadas.

Este estudio esta directamente relacionado a determinar el efecto de los analogos en el proceso
de germinacidn de las semillas, sin embargo, como datos complementarios se evalu6 el peso
seco de las semillas germinadas (considerando crecimiento de radicula y algunos primordios
foliares, ver Anexo 4) de los diferentes tratamientos. En la Tabla 18 no se observa diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos, sin embargo, se puede indicar que existe
una tendencia a que los mayores promedios en el peso seco fueron obtenidos cuando las

semillas habian sido aplicadas con los analogos de BRs en presencia de CuSO4 (ver Tabla 19)

Si comparamos entre ellos las mezclas de analogos 26a/26b y 27a/27b, obtuvieron el mayor
peso seco con un promedio de 43 mg para el ensayo sin presencia de cobre y 45 mg con la
adicién de cobre (ver Tabla 19).

Tabla 19. Efecto sobre el peso seco posterior a la germinacién de cada tratamiento con el 1, mezcla
de andlogos 26a/26b y 27a/27b y el analogo puro 35a,

Peso seco (mg)
Solucion Tratamientos Concentraciones (M)
1x10-6 1x107 1x10-8
H-20 1 44,425 49,9+5,0 40,9+4,9
26a/26b 40,1+4,2 44,3+3,6 45,2+2,1
27a/27b 46,7+4,5 39,3£3,9 43,6%1,9
35a 37,4+10,2 39,4+0,4 46,1+1,5
Hz0 39,1+4,0
H20 + CuSO4 |1 44,6+1,7 42,0+0,4 45,2+0,4
80 uM
26a/26b 47,8+5,7 45,3+3,1 42,0+3,0
27a/27b 44,4+1,8 43,4+0,3 36,1+5,2
35a 46,1+2,8 42,8+1,8 43,8+1,2
H20 + CuSO4 80 uM | 40,2+0,0
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Finalmente se demuestra a través de todos estos resultados estadisticos, que la mezcla de

analogos 26a/26b fue la mas activa en los diferentes estudios biolégicos.

Como se menciond en bibliografia, los brasinoesteroides cumplen con diferentes funciones
bioldgicas ya sea aumentando el crecimiento, combatiendo contra el estrés abiotico y biotico,
contaminacién de metales pesado y germinacién [11]. En los que destacan los
brasinoesteroides 24-epibrasindlido (2) y 28-homobrasinolido (5), por inhibir el estrés de

diferentes metales pesados, ya sea mejorando el crecimiento o germinacién [67] (Tabla 1).

Desde un punto de vista estructural presente en los BRs, y para una mejor actividad, se requiere
de una cadena lateral con funcion cis glicol en los carbonos C-22 y C-23 preferentemente con
configuraciones 22, 23-R y un grupo sustituyente de tipo metilo o etilo en el carbono C-24
[21,58]. En este estudio la mezcla de andlogos mas activa fue 26a/26b, solo cumple con un
requerimiento, como la presencia de glicoles en los carbonos C-22 y C-23 con configuracién
mayoritaria S en C-22, lo que podria estar estimulando los resultados favorables en MT, MR y

PS.

Si se compara desde el punto de vista estructural de las moléculas, en el estudio de Sharma et.
al. 2006 se demuestra que el 24-epibrasinélido (2) (brasinoesteroide natural) incrementé
significativamente el porcentaje de germinaciéon en un 96 % de Brassica juncea a una
concentracionde 1x10-M, cuando se encuentra presente un metal pesado (Zn) a 50 mg/L[71],
siendo esta estructura mas compleja y dificil de obtener por los numerosos pasos de la ruta
sintética para su elaboracién, en cambio en este estudio el analogo mas activo fue la mezcla de
epimeros 26a/26b, que incremento el porcentaje de germinacién en un 100% a las
concentraciones de 1x107 y 1x10-6[M], bajo la presencia de Cu a 20 mg/L, lo cual es muy
favorable , dado que es una mezcla de epimeros de cadena corta, que requiere una sintesis con
un menor nimero de pasos, y de facil acceso, comparado con la ruta de sintesis requerida para

obtener el 24-epibrasindlico (2)

En el caso de 28-homobrasinolido (5) en el estudio de Raphanus Sativus bajo el estrés
producido por Cd a 2uM, se lleg6 a la conclusiéon que al aumentar la concentracion de 5, aumenta
el porcentaje de germinacion, la concentraciéon de 3x10¢ M [75]. En el caso de la mezcla de

analogos mas activa 26a/26b, bajo el estrés de Cu a 20 puM, el porcentaje de germinacion
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aumento en todas las concentraciones aplicadas 1x10-8,1x10-7 y 1x10-¢ [M], lo que es muy
favorable, ya que a menores concentraciones se necesita menor cantidad del analogo y se

obtiene la misma respuesta.

En relacion a la sintesis, se destaca que la mezcla 26a/26b es mas simple de obtener, debido a
la presencia de cadenas laterales mas cortas, y no se requieren pasos adicionales de
isomerizacion de los anillos A/B, ni de oxidaciones selectivas en el anillo B. La tnica similitud
que tiene la mezcla de epimero 26a/26b con 5, es el grupo funcional que tienen en comun,
independiente del largo de cada cadena, ambas presentan la cadena lateral dihidroxilada en C-

22y C-23.

Considerando los datos referenciales [21,58, 34,35], se esperaba que la mezcla de epimero
27a/27b, fuera el mas activa, por la presencia de funciones hidroxiladas en C-3, C-6, C-22 y C-
23, sin embargo, la respuesta sobre los parametros de germinacién fue menor probablemente
debido a la influencia en la proporcién de la mezcla de epimeros , predominando la relacién S
(7:1; S/R), convirtiéndose la mezcla 26a/26b, en la mas activa, ya que su configuracién es de
5:1, predominando a cantidad de configuracion R, la cual por bibliografia se conoce que es mas
activa. También se puede inferir, la importancia del grupo hidroxilo en C-22, pues los mejores
resultados predominan para la mezcla de epimeros 26a/26b y para el analogo puro 35a, los

cuales tienen en comun este grupo funcional en la posicién mencionada anteriormente.
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CAPITULO 5- CONCLUSIONES
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Del trabajo realizado en esta tesis, se obtienen las siguientes conclusiones:

1. Mediante diferentes rutas de sintesis, se obtuvo un total de 11 compuestos 24, 25,
26a/26b,27a/27b,28a/28b,29a/29b, 32, 33,34a/34b,35a/35b,35ay 36b, delos cuales

2 corresponden a nuevos andlogos 35ay 36a (Figura 39)
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Figura 39. Totalidad de los compuestos sintetizados en esta tesis. en el recuadro se destacan los 2
nuevos analogos de brasinoesteroides no reportados previamente en literatura
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De los compuestos objetivos de esta tesis, se logré obtener la mezcla 27a/27b con un
rendimiento global de 89,9%, ademas de la mezcla de epoéxidos 29a/29b con un
rendimiento de 93% y los benzoilados 35a y 36a con rendimientos globales de 11,3% y

9,1%, respectivamente.

En algunas de las reacciones se obtuvieron los productos principales como mezclas de
epimeros y productos secundarios, sin embargo, utilizando técnicas de separacién por CC
y por gradiente de polaridades, se aisl6 casi la totalidad de los productos obtenidos. Todos
los productos finales e intermedios de sintesis fueron caracterizados mediante el uso de
técnicas espectroscopicas, tales como 'H RMN, 13C RMN, 13C DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-
HMBC, IR y EMAR.

Se obtuvieron los nuevos andlogos benzoilados 35ay 36a. La estereoquimica absoluta en
C22 (S) de estos analogos fue determinada mediante correlaciones espectroscdpicas de
1H RMN, 13C RMN, 13C DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC, con analogos de estructuras

similares reportados previamente.

De un total de 6 compuestos evaluados, se demostré que los andlogos 26a/26b,27a/27b,
35a/35b y 35a promueven la elongacién celular vegetal. Estos compuestos, cumplen la
hipotesis planteada por esta investigacion, que analogos de brasinoesteroides con cadena
lateral tipo 24-nor, con grupos hidroxilados y configuracién C22 (S), son capaces de

promover la elongacion celular vegetal.

En la actividad bioldgica evaluada de elongacion celular vegtetal, la mezcla de epimeros
35a/35b presentd la mayor actividad, con un promedio de 86% de incremento,

comparado con el control negativo (agua) con un angulo de 7+4,5.

En este estudio se obtuvieron resultados positivos en RLIT con funcién de anillo A/B cis,
a pesar que en bibliografia se favorecia a la actividad la funcién A/B trans. Esto resulta
favorable para la sintesis, ya que es complejo llegar a una funcién trans, y como escribi6

Brosa et al. es mas importante su grupo funcional que su conformacion cis o tras.
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Finalmente, los andlogos que obtuvieron un mayor promedio en RLIT, se destacan por
poseer, grupos hidroxilados en la cadena lateral C-22 y C-23, o benzoilado en C-23, y

diformilados o diacetilados en los anillos Ay B en C-3 y C-6.

De esto se puede inferir que, en la cadena lateral, los compuestos monobenzoilados e
hidroxilados, son los mas activos que los compuestos dibenzoilados y epoxidados. Y la
posicion hidroxilada en la cadena lateral C-22, favorece la actividad como promotoras de

la elongacion vegetal.

En presencia de los analogos la radicula de las semillas es mas larga, esto se debe a que los
Brs actiian como estimulador, y protegen a la planta del estrés abiético producido por el

CuS04 haciendola mas tolerante a este tipo de condiciones .

En este estudio la mezcla de andlogos mas activa en parametros de germinacion fue
26a/26b, solo cumple con un requerimiento estructural a los planteados en los
antecedentes, como la presencia de glicoles en los carbonos C-22 y C-23 con configuracion
mayoritaria S en C-22, lo que podria estar estimulando una mejor respuesta en los
pardmetros de germinacién, en MT fue 26a/26b con 3,8 dias sin cobre y 3,6 dias con
cobre, en MR fue 35a con 0,28 de tasa sin cobre y 26a/26b con 0,27 de tasa con cobre y
en PS fue 26a/26b con 43 mg sin cobre y 27a/27b 45 mg con cobre.

Finalmente se demuestra, que el analogo mezcla de epimeros 26a/26b y analogo puro
35a con variaciones estructurales en la cadena lateral del tipo 24-norcolanos, con fusion
de anillos A/B de tipo cis, al ser agregado en forma exdgena, aceleran el Tiempo Promedio
de germinacion (MT) y mejoran Tasa de germinaciéon (MR) de las semillas de

Lycopersicum sp. con y sin la presencia de metal pesado Cobre (Cu).
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El BRs, es reconocido por un complejo proteico ubicado en la membrana denominado receptor BRI1, el
cual codifica para una proteina quinasa receptora con repeticiones ricas en leucina (LRR-RLK), interactia
con BAK1 una proteina de sefalizacion, este complejo receptor activa los factores de transcripciones
hacia el nicleo, mientras tanto la proteina quinasa BIN2 permanece inactiva y por tanto se acumula en
el nucleo las proteinas BES1 y BZR1 activando la expresion de los genes que se van a expresar para
producir todas las propiedades fisioldgicas y enzimas protectoras de la planta, incluyendo la
modificaciéon de la pared celular y el crecimiento. Se postula que los BRs aplicados exdgenamente
modifican el estado redox de la célula al activar enzimas NADPH oxidasa la cual cataliza una reaccién de
oxidacién/reduccién empleando oxigeno molecular (0z) como aceptor de electrones. En estas reacciones
el oxigeno se reduce a agua (Hz0) o a perdxido de hidrégeno (Hz202) y regula las actividades de
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), acorbato peroxidasa (APOX), glutationa reductasa (GR),
dehidroascorbato reductasa (DHAR) y monodehidroascorbato reductasa (MDHAR). El potencial redox
puede ser re-establecido por medio de la reduccién de peroxidacion de fosfolipidos en la membrana

celular o por acumulacion de ciertos osmoprotectantes.
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3. Espectroscopia RMN

Espectroscopia RMN de los compuestos: 24, 25, 26a/26b, 27a/27b, 28a/28b,
29a/29b, 32,33,34, 35a y 36a.

3.1. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC
del compuesto Acido 3a,6a-diformil-5B-colan-24-oico (24)
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3.2. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC
del compu esto 3a,6a-diformil-24-nor-5(3-23-coleno (25)
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2D-HSQC
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3.3. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC
del compu esto 22,23-dihidroxi-3a,6a-diformil-24-nor-53-colano (26a/26b)

H RMN
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3.4.

Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC

del compu esto 3a,60,22,23-Tetrahidroxi-24-nor-53-colano (27a/27b)

H RMN
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3.5. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC
del compuesto 3a,6a-diformil-22,23-epoxi-24-nor-53-colano (28a/28b)

H RMN

HCO, A 28a:c22(S)
5,CH 28b: C-22 (R)
13C RMN

DEPT-135
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3.6. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC
del compuesto 3a,6a-dihidroxi-22,23-epoxi-24-nor-58-colano (29a/29b).
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3.7.

del compuesto Acido 3a,6a-Acetil-5f3-colan-24-oico (32).

Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC

H RMN

N
\\\

A ()“‘ N 32
© H =
OAc

——180.085
170.5531
170.5185

~

~ o
@ N
o o ©
™o ©©
~©womn
~ =

<«
o
—
o
=3
=

T T
0 170 160

DEPT-135

—

— ——73.6594
—70.918

T
150

T
140

__—56.0562
~  TT—55.8284

T
130

T
120

T
110

—45.2672

T
100

——39.7703

35.1791
34.9495

-
T—34.5270

——31.1838

——26.1483

——23.9889

11.9431

ppm

60

55

50

138

40

35

30

25

20

15

ppm



Programa de Magister en Ciencias, mencidén Quimica
-
- —
54 '
104 " -
]
154 )

1 5 | e—
20 - @ | —
259 & 5% —————

b ; o ‘_‘
30 oo . Q@ Ly S——
35 e @ «© . ‘E
404 o e & b .

—

] . E e—
5]
55 @ .
60 "ﬂ. .
o
" e - L
759 Q
80 ! "
o]
80 . i

"
85 B s

5‘5 5'0 4'5 4‘0 3‘5 3'0 2‘5 z‘n |I5 1‘0 ppm
oo A A
od 0 t
104 1
205 o o b e

o0
%0 B . i—
Dn ) Qg —
0 @ A e
f o0 @ g 4
50 6 - .
e ca § é —
50
o a L]
qQ
" @ ——
o e
o]
)
1 v
1004 0
)
104
SIE SID 4'5 4'[) 3'5 3'[) 2'5 2'0 |I5 II[) 0‘5 ppm

139



Programa de Magister en Ciencias, mencidén Quimica

3.8. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC
del compuesto 3a,6a-diacetil-24-nor-5B-23-coleno (33)
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3.9. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC
del compuesto 22,23-dihidroxi-3a,6a-diacetil-24-nor-58-colano (34a/34b).
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3.10. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC del
compuesto 23-benzoil-3a,6a-diacetil-24-nor-58-colano (35a).
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diacetil-24-nor-5f3-colano (35a/35b).

3.11. Espectroscopia IH RMN, 13C RMN, 13C RMN del compuesto 23-benzoil-3a,6a-
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3.12. Espectroscopia 1H RMN, 13C RMN, 13C RMN DEPT-135, 2D-HSQC y 2D-HMBC
del compuesto 22,23-dibenzoil-3a,6a-diacetil-24-nor-53-colano (36a).
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4. Iméagenes del test de inclinacién de la lamina de arroz (RLIT)

Inclinacion de la Lamina de arroz (Apertura del angulo)

Compuestos

(Codigo)

Estructura de

Anéalogos de Brs

los

Concentracion del compuesto [M]

1x10-6

1x107

1x10-8

Brasinolido (1)

26a/26b
E o
27a/27b
=]
28a/28b

HCO,
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29a/29b

35a/35b

35a

36a

Control

Negativo

Registro visual del efecto de la aplicacion de los compuestos: 1, 26, 27, 28, 29, 35, y 36 en el test RLIT,
72 h después de la exposicion. Para la cuantificacion se utilizé brasinélido como control (+).
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5. Imagen del efecto de los analogos 26a/26b, 27a/27b, 35ay 1 cony
sin la presencia de sulfato de cobre (CuSO0O4), en el estudio de
germinacion de semillas de Lycopersicum sp.

1 Concentraciones [M]

Soluciones 1x10-6 1x10-7 1x10-8
Agua
CuSO04
80 uM

26a/26b Concentraciones [M]

Soluciones 1x10-6 1x10-7 1x10-8
Agua
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CuSO4

80 uM
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27a/27b

Concentraciones [M]

Soluciones

1x10-¢ 1x107 1x10-8

Agua

CuSO02

80 uM

35a

Concentraciones [M]

Soluciones

Agua

1x10-6 1x10-7 1x10-8

CuSO4

80 pM

153




Programa de Magister en Ciencias, mencidén Quimica

Controles Negativos

Agua CuSO4
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6. Analisis Estadistico de los factores: Porcentaje de germinacién (%),
tiempo medio de germinacién (MT), tasa de germinacién (MR) y peso
seco (PS) de semillas germinadas para cada tratamiento

6.1. Porcentaje de germinacién (%) sin cobre

Muestra; LS Means
Current effect: F(12, 26)=9,9868, p=,00000
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
110 . . . . . : . : : _ y y :

105 1

©
o

Germinacion

80 1

75 1

70

Agua BL 10-7 26a 10-6 26a 10-8 MB 10-7 C2710-6 C2710-8
BL 10-6 BL 10-8 26a 10-7 MB 10-6 MB 10-8 C27 10-7

Muestra

Grafico 1. Efecto en el porcentaje de germinacién obtenido por el BL: andlogo 1, las mezclas de
epimeros 26a: 26a/26b, 27a/27b y el analogo puro MB:35a sin la adicién de sulfato de cobre.

Tukey HSD test; variable Germinacidn (Germinacidn_Estadistica)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 11,692, df = 26.000
Muestra| {1} & {53 4 {5} {6} {n {8} {9} {10} {11} {12} {13}
Cell Mo. 98.000 80.000 96.000 100.00 100.00 96.000 98.000 84.000 90.000 96.000 96.000 100.00 96.000
Aqua 0.000183| 0,999919 0,999913 0,999919 0,999919 1,000000 0.001903 0.232684  0,999919  0.999919 0,999919 0,999319
BL 10-6( 0.000183 0.000412| 0.000153 0.000153) 0,000412 0,000183| 0,958635| 0,056155| 0.000412| 0.000412 0,000153] 0.000412
BL 10-7| 0,999919 0.000412 0.958635| 0,958635 1,000000 0,999919 0.010764  0.632003 1.000000 1,000000 0,958635 1,000000
BL 10-8|| 0,999919 0.000153 0,958635 1.000000  0.958635 0.999919 0.000412 0.056155 0,958635 0,958635 1.000000 0.958635
26a 10-6) 0,999919| 0.000153| 0.958635  1,000000 0.958635 0,999919 0.000412 0,056155 0,958635 0,958635 1.000000 0.958635
26a 10-7 0,999919 0.000412| 1,000000| 0,958635 0,958635 0.999919 0.010764 0,632003 1,000000 1.000000 0,958635 1.000000
26a 10-8) 1.000000 0.000183| 0.999919 0.999919 0.999919 0.999919 0.001903| 0.232684 0.999919 0.999919 0.999919 0.999919
MB 10-6| 0,001903 0,958635  0,010764 0,000412| 0,000412| 0.010764| 0.001903 0.632003| 0.010764 | 0,010764 | 0,000412) 0,010764
MB 10-7|| 0.232684 0.056155 0.632003 0.056155 0.056155 0.632003 0.232684 0.632003 0.632003 0.632003 0.056155 0.632003
MB 10-8|{ 0,999919 0,000412 1,000000 0,958635 0,958635 1,000000 0,999919 0.010764 0.632003 1,000000  0.958635 1,000000
C27 10-6/ 0.999918 0.000412 1,000000 0,958635 0.958635 1.000000 0.999919 0.010764 0,632003 1.000000 0.958635| 1,000000
C27 10-7|{ 0.999919 0.000153 0,958635 1,000000 1,000000 0,958635 0,999919 0.000412| 0,056155 0.958635 0,958635 0.958635
C27 10-8] 0.999918 0.000412 1,000000 0.958635 0.958635 1.000000 0.999919 0.010764 0,632003 1.000000 1.000000 0.958635

w o=@ ||

—
o

]
o

=
3*]

=
w

Tabla 1. Efecto en el porcentaje de germinacidon obtenido por el BL: analogo 1, las mezclas de
epimeros 26a: 26a/26b, 27a/27b y el analogo puro MB:35a sin la adicién de sulfato de cobre.
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6.2.

Porcentaje de germinacién (%) con cobre

85

Muestra; LS Means
Current effect: F(12, 26)=2,7767, p=,01420
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 2. Efecto en el porcentaje de germinacién obtenido por el BL: andlogo 1, las mezclas de
epimeros 26a: 26a/26b, 27a/27b y el analogo puro MB:35a con la adicién de sulfato de cobre.

Cell No.

Tukey HSD test; variable Peso Seco + Cu (Spreadsheetd)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 31,272, df = 26.000

Muestra {1}

66.050 ‘

&

{8} 9 {10} {11 {12} 3
57,050 | 72.750 59.050 | 66.800 | 64.200 | 65150 | 55450

3 4 {5 {6}
52,250 | 62.450 | 64,750 | 62,500 | 62.550

1
2

Aqua

BL 10-6[ 0,741062

0.741062 0,951201 0,175335 0,999782 1.000000 0,999811 0.,999836 0.934690 1,000000 1.000000 1,000000 0.522412
0,076410 0,996554 0,990465 0,882992 0.989714 0,985917 1,000000 0,640653 0,925182 0,845160 1.000000

Tabla 2. Efecto en el porcentaje de germinacion obtenido por el BL: analogo 1, las mezclas de
epimeros 26a: 26a/26b, 27a/27b y el analogo puro MB:35a con la adicién de sulfato de cobre.
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6.3. Tiempo promedio de germinacion sin cobre (MT)

TIEMPO PROMEDIO DE GERMINACION SIN COBRE CONCETRACION 1X10-8

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=14,268, p=,00039

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 3. Efectos sobre el tiempo promedio de germinacién del BL:1, las mezclas de analogos 4a/4b:
26a/26by 5a/5b:27a/27b y el analogo puro MB:35a, en comparacién al control negativo (agua).

Tukey HSD test; variable 1E-8 M (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Errar: Between MS = 03075, df = 10,000

Cell Mo.

Muestra

{1
4.5000

{2}
4.1829

3
4.0750

4
3.4500

5}
4.1250

Agua

LT | e [ L0 | PO | =k

BL
ha/ab
4a/db)

MB

0,249504

0,249504  0,082439 0.000321) 0,1398048
0,938287 0.003317 0,993514

0.082439 0.938287
0,000321] 0,003317| 0,009717
0,139809 0,993514 0.996311 0.005549

0009717

0.996311
0,005845

Tabla 3. Efectos sobre el tiempo promedio de germinacién del BL:1, las mezclas de analogos 4a/4b:
26a/26by 5a/5b:27a/27b y el analogo puro MB:35a, en comparacién al control negativo (agua).

157



Programa de Magister en Ciencias, mencidén Quimica

TIEMPO PROMEDIO DE GERMINACION SIN COBRE CONCETRACION 1X10-7

5,2

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=43,101, p=,00000

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 4. Efectos sobre el tiempo promedio de germinacién del BL:1, las mezclas de andlogos 4a/4b:
26a/26by 5a/5b:27a/27b y el anadlogo puro MB:35a, en comparacién al control negativo (agua).

Tukey HSD test; variable 1E-7 M (Spreadsheet?)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 01641, df = 10,000

Cell Mo.

Muestra

{1}
4.5000

2
4.7250

{3k
44417

{4}
3.7250

5
3.6579

Agua

[ I S %

BL
halbb
4a/4b

MB

0.271964

0,271964 0,978444  0,000306) 0,000230
0,122214 0,000182 0,000178
0,000460] 0,000292

0.978444 0122214
0,000306 0,000182| 0,000460
0,000230) 0,000178| 0,000292| 0,964457

0,964457

Tabla 4. Efectos sobre el tiempo promedio de germinacién del BL:1, las mezclas de analogos 4a/4b:
26a/26by 5a/5b:27a/27b y el analogo puro MB:35a, en comparacién al control negativo (agua).
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TIEMPO PROMEDIO DE GERMINACION SIN COBRE CONCETRACION 1X10-6

52

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=84,459, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 5. Efectos sobre el tiempo promedio de germinacién del BL:1, las mezclas de andlogos 4a/4b:
26a/26by 5a/5b:27a/27b y el anadlogo puro MB:35a, en comparacién al control negativo (agua).

Tukey HSD test; variable 1E-6 M (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 01333, df = 10,000

Muestra | {1} 2 3 @ 15}
Cell No. 45000 | 48750 | 42289 | 3.5750 | 3,4288
1 Agua 0017385 0,095001 0,000180 0.000176
2 BL| 0.017385 0.000459 0,000176| 0000176
3 5a/5b| 0,095001 0,000459 0,000429  0,000205
4 4al4b| 0.000180/ 0,000176| 0,000429 0.556407
5 MBY{ 0.000176 0000176/ 0000205 0,556407

Tabla 5. Efectos sobre el tiempo promedio de germinacién del BL:1, las mezclas de analogos 4a/4b:
26a/26by 5a/5b:27a/27b y el analogo puro MB:35a, en comparacién al control negativo (agua).

159



Programa de Magister en Ciencias, mencidén Quimica

6.4. Tiempo promedio de germinacion con cobre (MT)

TIEMPO PROMEDIO DE GERMINACION CON COBRE CONCETRACION 1X10-8

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=42,409, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
52

5,0
4,8
4,6

4,4

1E-8 M

4,2
4,0
3,8

3,6

3.4

Agua BL 5a/5b 4al/4b MB
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Grafico 6. Efectos sobre tiempo promedio de germinacién de BL:1, las mezclas de andlogos
4a/4b:26a/26by 5a/5b:27a/27b, y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSO4 a
80um).

Tukey HSD test; variable 1E-8 M (Tasa_Germinacion_Con_Cu)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 01433, df = 10,000

Muestra | {1} & {3 {43 {5

Cell No. 48164 | 42750 | 44226 | 3.7611 | 3.7750

[ Aqua 0,001859| 0,015602| 0,000177| 0,000177
BL| 0,001859 0,578990 0,002751) 0,003331

Balsb| 0.015602 0578990 0,000493 0,000560

4a/db| 0.000177| 0,002751| 0,000493 0,999896
MB( 0.000177 0,003331| 0,000560 0,999896

[ o =S TP T

Tabla 6. Efectos sobre tiempo promedio de germinacién de BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26by 5a/5b:27a/27b, y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSO4 a
80um).
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TIEMPO PROMEDIO DE GERMINACION CON COBRE COCNETRACION 1X10-7

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=23,153, p=,00005

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 7. Efectos sobre tiempo promedio de germinacién de BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b, y el analogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSO4 a

80um).

Tukey HSD test; variable 1E-7 M (Tasa_Germinacidn_Con_Cu)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 02078, df = 10.000

Muestra
Cell Ma.

{1}
48184

2
4,2368

Gl
4,6671

4
3.8500

B}
4,1053

L__Aqua
BL
5al5b
4aldb
MB

| e | Ll | oD | =k

0,004235
0,705415
0,000218
0,001021

0,004235

0,028525
0,050467
0,794205

0,705415/ 0,000215| 0,001021
0,028525 0,050467 0,794205
0,000423 0,006378

0,000423
0,005378 0,265679

0,265679

Tabla 7. Efectos sobre tiempo promedio de germinacién de BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b, y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSO4 a

80um).
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TIEMPO PROMEDIO DE GERMINACION CON COBRE CONCETRACION 1X10-6

Muestra; LS Means

Current effect: F(4, 10)=38,199, p=,00000

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 8. Efectos sobre tiempo promedio de germinacién de BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b, y el analogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSO4 a

80um).

Tukey HSD test; variable 1E-6 M (Tasa_Germinacidn_Con_Cu)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 02964, df = 10,000

Cell Mo.

Muestra

{1 2 G “ 5}
48184 | 50566 | 4,6000 | 3,6750 | 3.8184

Agua

| P g || =

BL
baltb
4a/b)

MB

0,478303 0,554589 0.000224 0,000371
0.478303 0,053564 0,000180 0,000195
0.554589 0,053564 0,000584 | 0,001859
0,000224 0,000180| 0,000584 0,840694
0,000371) 0,000195 0,001859| 0,840694

Tabla 8. Efectos sobre tiempo promedio de germinacién de BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26by 5a/5b:27a/27b, y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSO4 a

80um).
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6.5. Tasa de germinacion sin cobre (MR)

TASA DE GERMINACION SIN COBRE CONCETRACION 1X10-8

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=21,867, p=,00006

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 9. Efectos sobre la tasa de germinacién de BL:1, las mezclas de analogos 4a/4b:26a/26b y
5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, en comparacién con el control negativo agua.

Cell Mo.

Tukey HSD test: variable 1E-8 M (Tasa_Germinacién_Sin_Cu)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 00009, df = 10,000

Muestra

{1
22236

2
23931

3
24563

4 {5}
28992 | 24265

Agua

[ ISP

BL
haltb
4a/4b)

MB

0,243826

0,243826 0,071237 0.000192) 0,129431
0,914677 0.000542) 0,991117

0.071237 0914677
0,000192 0,000542| 0.001339
0.129431 0.991117 0.994199 0.000843

0.001339] 0,994199
0,000843

Tabla 9. Efectos sobre la tasa de germinacion de BL:1, las mezclas de andlogos 4a/4b:26a/26b y
5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, en comparacidén con el control negativo agua.
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TASA DE GERMINACION SIN COBRE CONCETRACION 1X10-7

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=61,640, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 10. Efectos sobre la tasa de germinacion de BL:1, las mezclas de analogos 4a/4b:26a/26b y
5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, en comparacién con el control negativo agua.

Tukey HSD test; variable 1E-7 M (Tasa_Germinacian_Sin_Cu)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 00004, df = 10,000

Muestra| {1} 2 3 @) &)

Cell No. 22236 | 278 | 22527 | 26847 | 27340

[ Agua 0,307518 0,9765949| 0000130 0,000180
BL|| 0,307518 0,138183 0,000177| 0,000176

balbb( 0,9765949 0138183 0,000209| 0,000184

4a/4b| 0,000150| 0.000177| 0,000209 0,866947
MB| 0,000180) 0000176 0,000184| 0,866947

| e [ L | PO | =

Tabla 10. Efectos sobre la tasa de germinacién de BL:1, las mezclas de andlogos 4a/4b:26a/26b y
5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, en comparacién con el control negativo agua.
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TASA DE GERMINACION SIN COBRE CONCETRACION 1X10-6

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=66,344, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 11. Efectos sobre la tasa de germinacién de BL:1, las mezclas de andlogos 4a/4b:26a/26b y
5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, en comparacién con el control negativo agua.

Tukey HSD test; variable 1E-6 M (Tasa_Germinacidn_Sin_Cu)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 00006, df = 10,000

Muestra| {1} {2 33 {4} {5}

Cell No. 22236 | 20513 | 23653 | 27973 | 29201

[ Agua 0,131643 0258618 0.000193| 0,000177
BL|[ 0,131649 0,004330 0,000176| 0,000176

5a/bb| 0,258618 0,004530 0,000537| 0000202

4a/4b| 0,0001593| 0.000176| 0,000537 0,378373
MB| 0,000177 0,000176| 0.000202| 0,378373

(o T S PR L P

Tabla 11. Efectos sobre la tasa de germinacién de BL:1, las mezclas de andlogos 4a/4b:26a/26b y
5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, en comparacion con el control negativo agua.
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6.6. Tasa de germinacion con cobre (MR)

TASA DE GERMINACION CON COBRE CONCETRACION 1X10-8

Grafico 12. Tiempo medio de germinacién en dias v/s el BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSOz a

80um).

Cell Mo.

Tukey HSD test; variable 1E-8 M (Tasa_Germinacidn_Con_Cu)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00004, df = 10,000

Muestra| {1} 2 & 4} {3}
20760 | 23412 | 22624 | 26591 | 26491

[ Agqua 0,003208 0,030289) 0,000176] 0,000177

BL| 0,003208 0,569382 0,0008597 | 0,001125

balbb(| 0,0302589 0,569382 0,000265 0,0002591

4a/4b| 0,000176| 0.000897| 0,000265 0,998650

| e [ L) | D | =

MB| 0,000177 0,001129) 0.000291| 0,998650

Tabla 12. Tiempo medio de germinacién en dias v/s el BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSOs a

80um).
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TASA DE GERMINACION CON COBRE CONCETRACION 1X10-7

Muestra; LS Means
Current effect: F(4, 10)=20,110, p=,00009
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 13. Tiempo medio de germinacién en dias v/s el BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSOz a

80um).

Cell Mo.

Tukey HSD test; variable 1E-7 M (Tasa_Germinacidn_Con_Cu)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00007, df = 10,000

Muestra

1} 4] 3} 14} 5}
20760 | 23603 | 21427 | 25974 | 24423

Agua

| P | e | D | =

BL
balbb
4a/4b)

MB

0,012442] 0,856146| 0,000264 | 0,002249
0,012442 0,056452 0,036220 0,746165
0,856146 0056452 0,000517| 0,008902
0,000264| 0,036220| 0.000517 0,224807
0,002249| 0,746169  0.008902 0,224807

Tabla 13. Tiempo medio de germinacién en dias v/s el BL:1, las mezclas de andlogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSOs a

80um).
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TASA DE GERMINACION CON COBRE CONCETRACION 1X10-6

Muestra; LS Means

Current effect: F(4, 10)=41,974, p=,00000

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 14. Tiempo medio de germinacién en dias v/s el BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSOz a

80um).

Cell Mo.

Tukey HSD test; variable 1E-6 M (Tasa_Germinacidn_Con_Cu)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00008, df = 10,000

Muestra

{1} {2 3 4 i
20760 | 19809 | 21742 | 27242 | 26201

Agqua

| e | L | D | =

BL
halbb
4a/4b)

MB

0,697752 0,67V3542) 0.000193 0,000301
0,697752 0,135081| 0,000173| 0.000197
0,673542 0,135081 0,000285 0,000879
0,000193| 0,000179| 0.000288 0,627584
0,000301| 0,000197| 0,000979) 0,627584

Tabla 14. Tiempo medio de germinacién en dias v/s el BL:1, las mezclas de analogos
4a/4b:26a/26b y 5a/5b:27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo (agua + CuSOs a

80um).
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6.7. Pesoseco (PS)

PESO SECO SIN COBRE

Muestra; LS Means
Current effect: F(12, 26)=2,7674, p=,01447
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 15. Efecto sobre el peso seco posterior a la germinacién de cada tratamiento con el BL:1,
mezcla de analogos 26a:26a/26b y 27a: 27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo
agua.

Tukey HSD test; variable Peso Seco (Spreadsheetd)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 30,032, df = 26,000

Muestra | {1} {2 {3} 4 {5} {6} {7 {8} {9} {10} {11 {12} {13}
Cell Mo. 64,900 | 57,450 | 58.950 | 63.050 | 74,550 | 65,600 | 52,500 | 62,200 | 60.350 | 58,700 | 57,550 | 63.000 | 61.600

Agqua 0,891332 0.975932 1,000000 0,627171 1,000000 0,273041 0,999987 0,997447 0967382 0,899651 1,000000 0,999890
BL 10-6/ 0,891332 1,000000 0,984929 0032876 0,822321 0,994591 0,996242 0,999972 1,000000 1.000000 0,985964 0,998926
BL 10-7]| 0,975932 1,000000 0,999043 0,068999 0,946806 0956830 0,999906 1,000000 1,000000 1,000000 0,999149 0,999989
BL 10-8 1.000000 0,984929 0.999043 0.374293 0,999993 0.499731 1.000000 0,999987 0,998329 0.9865943 1,000000 1.000000
C27 10-6| 0,627171 0.032876 0.068999 0.374293 0,723922 0002353 0,278134 0,131308 0,061181 0,034588 0,368173 0,221252
C27 10-7) 1,000000 0,822321 0,946806 0,999993 0,723922 0,208474 0,999850 0,991078 0,932173 0.833272 0,999991 0999245
C27 10-8 0,273041 0,994591  0,956830 0,499731 0,002353 0,208474 0,620076  0,854134 0,967382 0993579 0,506690 0,703770
26a 10-6/ 0,999987 0,996242 0.999906 1.000000) 0,278134 0,999850 0.620076 1.000000) 0,999799 0.996895 1,000000 1,000000
26a 10-7] 0,997447 0,999972 1,000000 0,999987 0131308 0,991078 0,854134 1,000000 1,000000  0,999981 0,999989 1,000000
10 26a 10-8] 0,967382 1,000000 1,000000 0,998329 0,061181 0,932173 0,967382 0,9959799 1.000000 1,000000 0,998439 0,999972
1 MB 10-6| 0,699651 1.000000) 1.000000 0,986943 0.034588 0,833272  0,993579 0,996895 0,999981 1,000000 0,987868 0,999149
12 MB 10-7| 1,000000 0,985964 0,999149 1,000000 0,368173 0,999991 0.506690 1,000000 0,999989 0998499 0,987868 1,000000
13 MEB 10-8| 0,999890 0.998926  0.999989 1.000000 0,221252 0,999245 0,703770 1,000000 1,000000 0,999972 0,999149 1,000000

W0 |00 | = | o [ tm | = L[| =

Tabla 15. Efecto sobre el peso seco posterior a la germinacién de cada tratamiento con el BL:1,
mezcla de analogos 26a:26a/26b y 27a: 27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo
agua.
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PESO SECO CON COBRE

Peso Seco + Cu
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Muestra; LS Means
Current effect: F(12, 26)=2,7767, p=,01420
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

Agua BL 10-7 C27 10-6 C27 10-8 26a 10-7 MB 10-6 MB 10-8
BL 10-6 BL 10-8 C27 10-7 26a 10-6 26a 10-8 MB 10-7
Muestra

Grafico 16:. Efecto sobre el peso seco posterior a la germinacién de cada tratamiento con el BL:1,
mezcla de analogos 26a:26a/26b y 27a: 27a/27b y el analogo puro MB:35a, con control negativo

(agua + CuSO4a 80um).

Cell No.

Tukey HSD test; variable Peso Seco + Cu (Spreadsheetd)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 31,272, df = 26.000

Muestra

{1}
66.050‘5?.050 72,750 | 52,250 | 62450 | 64,750 | 62,500 | 62,550 | 59.050 | 66.800 | 64.200 | 65.150 | 55450

& 3 #“ {5} {6} {7 {8} {9} {10} {11} {12} {13}

1
2

Aqua

0,741062 0,951201 0,175335 0.999782 1,000000 0,999811  0,999636 0,934690 1,000000 1.000000) 1,000000 0.522412

BL 10-6] 0.741062 0,076410 0,996554 0.990465 0,882992 0,989714 0,988917 1,000000 0,640653 0.925182 0,845160 1,000000

Tabla 16. Efecto sobre el peso seco posterior a la germinacién de cada tratamiento con el BL:1,
mezcla de analogos 26a:26a/26b y 27a: 27a/27b y el andlogo puro MB:35a, con control negativo

(agua + CuS0O4a 80um).
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