y
)

¥

BENEMERITA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE PUEBLA"

S

Facultad de Ciencias Quimicas y Centro de Quimica--
Instituto de Ciencias . -

Posgrado en Ciencias Quimicas

S\

“Diseilo, sintesis y evaluacion de 22-oxocolestanicos
modificados en C-26, como promotores de crecimiento
vegetal”

Tesis para obtener el titulo de
Maestra en Ciencias Quimicas
en el area de Quimica Organica
presenta:

1.Q. Guiee Niza Lépez Castillo

Director de tesis:
Dra. Ma. Laura A. Orea Flores

Codirector de tesis:
Dr. Jesus Sandoval Ramirez

Puebla, marzo 2024.

ACUAP




LESQOD

Laboratorio de Elucidacion y Sintesis
en Quimica Organica

La presente investigacion se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Elucidacién y
Sintesis en Quimica Organica, bajo la direccion de la Dra. Maria Laura Asuncion Orea Flores
y el Dr. Jests Sandoval Ramirez, con la beca 826153-03877 otorgada por el CONAHCYT

en el periodo enero 2022-dicembre 2023.

CONAHCYT

CONSEJO NACIONAL DE HUMANIDADES
CIENCIAS Y TECNOLOGIAS




A QUIEN CORRESPONDA:

Por este conducto la Comision Revisora formada por el Dr. Joel Luis Teran Vazquez, Dr. Alan Carrasco
Carballo, Dra. Lourdes Millan Pérez Pefia y el Dr. Abraham Marcelino Vidal Limén, informan haber leido y
aprobado para suimpresion, la tesis denominada “Disefio, sintesis y evaluacion de 22-oxocolestanicos
modificados en C-26, como promotores de crecimiento vegetal”, que presenta la alumna Guiee Niza

Lopez Castillo para obtener el grado de Maestra en Ciencias Quimicas.

Se extiende la presente a los veintiséis dias del mes de febrero del afio dos mil veinticuatro.

ATENTAMENTE

Dr. Joel Luis Teran Vazquez ‘ Dr.Alan Carrasco Carballo

Dra. Lourdes Millan Pérez Pefa Dr. Abraham Marcelino Vidal Limén
Pgsgradg en Ciencias Quimicas Edif. 105 |, Ciudad Universitaria,
FCQ-ICUAP Col. San Manuel, Puebla, Pue.
C.P. 72570

01 (222) 2 29-55-00 Ext. 7387



A mi madine, Remelicv Castille Mentene,
lav tervcenar sendu lav vencidou.

M metiov en eatav vidao, detitede deninvar. Pevla comprensidn, el liempeo
o mi lade y el apeye. Me ensenaste biew, gracias pev davme el voler
de velovy alle.




AGRARECTMIENTOS

Al Dr. Jesus Sandoval Ramirez, por brindarme la oloor’cunio(o\o( de continudr con mi
formacion, de orientarme y ensefidrme cosds nuevas de este mundo que es la
inves‘tigo\cién. Es, Y siemlore serd una ins[oiro\cién para mi.

A la Dra. Laura Ored Flores, gracias por permitirme continuar con mi formacion, por el
apoyo a lo laurgo de esta etapa y por el carino que me brindsé.

A la comision revisora por sus o\porto\ciones Y el Jciemlr.vo brindado para | mejora de este
‘tmbo\_jo de tesis de maestria.

Al Dr. Joel Luis Teran Vdzquez, gracias por la orientacion a través de esta etapa y por
ser un modelo que sequir.

Al Dr. Alan Carrasco Carballo, por confiar en mj, por saber lo mucho que soy cdpaz de
hacer y recorddrmelo cuando es necesario. No hay po\la\bro\s que logren demostrar lo
dgradecida que estoy contigo, pero puedo continuar trabajando bien y con ganas para
que este orgulloso de mi. Algan dia seré una nube.

A mi fo\milio\, 9vo\ciots por [ comlorensién de mi dusencia Y aan dsi siemlore estar
orgullosos y felices por mi.

Marco Antonio Anaya Garcia, Ana Laura Palacios Celoeolo\. Mundos distintos, pero un
carifo iguo\l de inmenso. Aan en la distancia, siempre estan conmigo.

A los maestros en ciencias, Jesis Alberto Rojas Morales, Daniel Francisco Mendoza Lara
y David Antonio Mora Martinez. En la investigacion no solo se forman colegas, también
amistades eternas, gracias por su amistad, el carifio que siempre me han dado, el apoyo
en todo momento, los oidos eternos y sobre todo su presencia en mi vida. Espero siempre
estar a la altura.

A Juan Alex Herndndez Rivera, gracias por la paciencia en mi apreno(izaje de ensenar,
por brindarme tu amistad y por llevar a Esmeralda Aquino Miguel a mi vida. Los quiero
mucho.

A mis Biomes coyuquefios favoritos, Ricardo Alonso Galeana Ascencio y Roberto Angel
Galeana Ascencio, gracias por llegar a mi vida y permanecer. Han sido un gran apoyo y
fuente de risas, gracias infinitas. A mi Biome jarocha, Ana Giovanna Cortes Torres,
hermadna, te quiero. Por dltimo, pero no menos importante, al Lic. en biomedicina
Eduardo de Jesis Sudrez Gonzdles, nifo, fuiste parte de este desarrollo gracias por las
risas.

Finalmente, quiero o\gro\o(ecer a todos los que conforman LESQO, no terminaria de
enlistar a todos los que han sido parte de mi desarrollo, a quienes he tenido la
oportunido\d de ensefiar, quienes me han ensefiado cosas nuevas, a todos ustedes gracias.




INDICE

1. INTRODUCCION ...cooviiiieiiicisetssiese et 9
2. OBUIETIVOS.....o oottt ettt ettt ettt s et et nenre st 13
CAPITULO 1. EStUAIOS 1N SHHCO ....veiviiiiiiieiieieie e 14
1.1 Antecedentes de estudios in silico para fitohormonas............c.cevveveieieienc i 15
111 BRIL oot 17
1.1.2 BRIL-BAKL ...ttt 18
1.1.3 BRIL-SERKIL ...t 21

1.2 DisCuSION € rESUITAADS .....c.veveeriiiiieiiesie s e 24
1.2.1 EIeCCION d& COMPUESTOS. ....cvveveiieitieie e sieeste et ste et ste e sraeste e e e sreeseesneenas 24
IR\ 1= (oo (] (o] 1 - RSOOSR PRPRPRURR 49
CAPITULO 2. Sintesis Y CaraCteriZaCiOn...........ccecvueieerueiieeieeriesieseesieseesreesseseessaessesneesnas 51
2.1 ANTECEUBNTES. ....e.veeiieeetie ettt ettt b e bbb e et e b bbb nneene e 52
2.1.1 Aperturas del espiroacetal eSpIrOStANICO ..........ccooeirerieirienereere s 52
2.1.2 Sintesis de compuestos 22-0X0COIESTANICOS ........ccvevveeiveiiieieerecie e 57
2.2 DiSCUSION 0 rESUITATOS ......veveerveieieite sttt e 61
2.3 MELOUOIOGIA. ...ttt ettt et 81
2.3.1 EQUIPOS Y tECNICAS. ..c.veevieieieiie ettt sttt ettt te e sraeneenn e 81
2.3.2 Caracterizacion eSPECIrOSCOPICA. ...cvveveiieieeiecie sttt 82
CAPITULDO 3. Evaluacion DIOIOQICA. ........c.coiiieiiieisiesee e 87
3.1 Antecedentes de evaluacion de fitohOrMONaS .........cccccoviveiiiiiiniiee e 88
3.1.1 Antecedentes de esteroides eValUAU0S..........cccveveiererereie e 92
3.1.2 22-oxocolestanos como promotores de crecimiento vegetal............ccoceoveviiiinnnns 94
3.2 Evaluacién biolégica de compuestos 22-oxocolestanos como promotores de
CreCIMIENTO VEQELAL........ccvi i 96
IR I [ (oo (o] (oo - VOO 102
3. CONCLUSIONES ......oootiiietit ettt ettt ne e enns 103
4. BIBLIOGRAFIA. ...t ee ettt 104




ABREVIATURAS

CONCEPTO

AIB Acido indol-3-butirico
ANA Acido 1-naftalenacético
BL Brasindlida
BR Brasinoesteroide
COSsYy COirrelation SpectroscopY
EA Energia de acoplamiento
GA Giberelinas
HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
JAS Jasmonatos
RMN Resonancia magnética nuclear
SLs Estrigolactonas
SP Espirostano
PECV Promotor esteroidal de crecimiento vegetal




RESUMEN

El presente trabajo se divide en tres secciones; la primera detalla el estudio in silico de
acoplamiento molecular de 1247 derivados 22-oxocolestanicos con el receptor BRI1 y los
complejos BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1 con lo que se determind su potencial como
promotores de crecimiento vegetal.

En la segunda seccion se describe la sintesis de 4 compuestos 22-oxocolesténicos,
seleccionados por el estudio in silico. Los derivados diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-
oxoespirost-5-en-34,164-diilo (1), triacetato de (25R)-22-oxoespirost-5-en-34,164,26-triilo
(2), diacetato de (25R)-22,26-dioxoespirost-5-en-34,164-diilo (3) y el acido (25R)-34,164-
diacetoxi-22-oxoespirost-5-ene-26-carboxilico  (4), fueron caracterizados fisica vy
espectroscopicamente.
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En la tercera seccion se presentan los resultados de la evaluacién bioldégica como promotores
de crecimiento vegetal de 1-4, a nivel experimental, utilizando como modelo el ensayo de
elongacion de plantulas de lechuga orejona, a una concentracion de 0.1 mg/L, y los resultados
en condiciones de campo para 2 a una concentracion de 0.5 mg/L.




ABSTRACT

The present work is divided into 3 parts, the first consisted of the in silico study by molecular
docking of 1247 22-oxocholestane derivatives over the BRI1 receptor and the BRI1-BAK1
and BRI1-SERK1 complexes. Their potential as steroidal plant growth promoters were
determined.

In the second stage, the synthesis of the 4 in silico selected 22-oxocholestane compounds
was carried out. The derivatives (25R)-26-hydroxy-22-oxospirost-5-en-34,165-diyl diacetate
(1), (25R)-22-oxospirost-5-en-34,164,26-triyl triacetate (2), (25R)-22,26-dioxospirost-5-en-
3p,16p-diyl diacetate (3) and (25R)-3f4,164-diacetoxy-22-0xospirost-5-ene-26-carboxylic
acid (4) were characterized physically and spectroscopically.

OAc

AcO

Acetylation “

AcO

Oxidation H

OAc
Oxidation

HO

The results of biological evaluation as plant growth promoters of 1-4 at experimental level
are presented in the third section, using the elongation test of orejona lettuce seedlings at a
concentration of 0.1 mg/L at lab level, and at 0.5 mg/L for field conditions for compound 2.




1. INTRODUCCION

La definicion de fitohormona es descrita, por primera vez, en 1937 por Kenneth V. Thimann
en su libro Phytohormones, generando un campo de estudio sobre el mecanismo por el cual
funcionan; sin embargo, el uso de materiales que fueron empleados para mejorar los cultivos
data de los tiempos de los fenicios, con el uso de extractos ricos en auxinas y leptinas [1].

HC

. . c=C (@)
Giberilina H W =
(10) '
Etileno N
O, O
OH (12) '(_\(0

Figura 1. Evolucion en el descubrimiento de fitohormonas.
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Las auxinas fueron las primeras fitohormonas en ser descubiertas, en 1928, por Frits W. Went
y fue Thimann en 1935 quien logro su caracterizacion, siendo la mas relevante el cido indol-
3-acético (AIA, 5); las primeras auxinas sintéticas (1939) fueron el acido 1-naftalenacético
(ANA) y el &cido indol-3-butirico (AIB). Este ultimo se aislo afios mas tarde, de hojas y
semillas de maiz. La clasificacion de las fitohormonas se realiz6 hasta finales de 1970; sin
embargo, aun se siguen encontrando estructuras de interés (Figura 1) [1], [2], [3].

La aplicacion de promotores de crecimiento vegetal a los cultivos para incrementar la calidad
y sus rendimientos es un aspecto de gran interés debido a los beneficios econdémicos y
sociales que representa. La evaluacion exdgena de fitohormonas naturales y sintéticas ha
demostrado un efecto positivo en la produccion agricola, lo que ha impulsado la busqueda de




nuevos derivados sintéticos. En Cuba se ha desarrollado, la formulacion de productos con
efecto promotor de crecimiento vegetal, como el Biobras-6 14 o el Biobras-16 15 (Figura 2)
que poseen una alta actividad biolégica y han sido evaluados en campos agricolas sobre
cultivos de maiz, frijol y arroz mediante aplicacion foliar a bajas concentraciones, del orden
mM, logrando la mejora del rendimiento en las cosechas y en la calidad de los cultivos [4],

[5], [6].
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Figura 2. Biobras-6 (14) y Biobras-16 (15), fitohormonas sintéticas.

El ANA fue de los primeros anélogos sintéticos de las auxinas producidos a nivel laboratorio
y que fue escalado a nivel industrial debido a su amplio uso en la agricultura; su funcién
depende de la dosis y etapa del cultivo en que se aplique. Algunos efectos son el favorecer el
enraizamiento y evitar la caida prematura del fruto; sin embargo, a concentraciones altas
presenta actividad inhibitoria del crecimiento. EI mel6n es una hortaliza de alto consumo a
nivel mundial; desde 1990 Venezuela se ha dedicado a la produccion de melones para
exportacion y por ello necesita que sus cosechas cumplan con ciertos parametros
relacionados a la calidad del fruto, en este &mbito la investigacion agricola se ha enfocado en
evaluar la aplicacion exdgena de ANA 16 y AIA 5 (Figura 3) en diferentes concentraciones
y etapas del cultivo, donde la aplicacion de ANA a 50 y 100 mg/L a los 7 dias de la floracion
mejoraron considerablemente el volumen del meldn lo que ha permitido a los productores
venezolanos ser exportadores competitivos de este fruto [7].
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Figura 3. Acido 3-indolacético (5) y acido 1-naftalenacético (16).

El uso de tidiazuron (TDZ, 17, Figura 4) ha demostrado tener respuestas fisioldgicas en las
plantas que son similares al de las citoquininas, por lo que es considerado un analogo de este
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grupo de fitohormonas. Su sintesis y uso como promotor de crecimiento fue patentado a
principios de 1980 por la farmacéutica alemana Schering AG y en la agricultura se usa para
acelerar el proceso de maduracién, prevenir que las hojas se marchiten y prolongar la vida
de los frutos cortados; a dosis altas funge como herbicida. Debido a que hacia falta su
evaluacion ambiental y sanitaria, la Union Europea en 2008 lo elimin6 del mercado, pero en
Estados Unidos, Australia y México se continta utilizando [8], [9], [10].

//N\s o)

Figura 4. Tidiazuron (17).

Algunas de las limitantes para el uso de fitohormonas naturales es su bajo rendimiento de
extraccion, ya que sus concentraciones en las plantas son minimas; obtenerlas mediante
sintesis involucra multiples etapas de reaccion lo que disminuye los rendimientos. El disefio
de derivados con estructuras similares puede asegurar que éstas presenten actividad al mismo
nivel. Una alternativa para optimizar el uso de estos recursos es mediante estudios
bioinformaticos, que permiten realizar predicciones y determinar el potencial tedrico de su
bioactividad. Ademas, una gran ventaja de los medios bioinforméaticos es que permiten
evaluar un gran nimero de derivados y hacer una seleccién puntual de candidatos a sintesis
para su evaluacién biologica, disminuyendo los costos y el tiempo que conlleva un estudio
experimental.

Con la finalidad de determinar la analogia de la bioactividad entre compuestos sintéticos y
fitohormonas naturales, se pueden realizar estudios bioinformaticos donde se utilizan los
receptores o0 enzimas asociadas al mecanismo a través del cual se activa la via de interés. En
2022 Yang y colaboradores utilizaron una base de datos de farmacos con la finalidad de
encontrar un grupo funcional o una serie de derivados que presentaran afinidad por el
receptor de auxinas, TIR1, por lo que se acotaron al disefio y sintesis de una serie de N-
{(benzo[d] [1’,3’’]dioxolano)-5’-il}-2-benciltio acetamidas (Figura 5) de los cuales, el que
presentd mejor acoplamiento con la proteina también resultd con excelente actividad
promotora en el crecimiento de la raiz [11].

La leucina de la proteina BRI1 esta involucrada en la transduccién de la sefial que provoca
la brasindlida. Aunque BAK1y BRI1 se localizan en la membrana plasmatica, cuando BAK1
y BRI1 se coexpresan, el heterodimero BAK1/BRI1 que forman se localiza en el endosoma.
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Figura 5. Serie de N-(benzo[d] [1°°,3’’]dioxolano-5’-il)-2-benciltio acetamidas.

La proteina BRI1 es el mas utilizado para evaluar la potencialidad de los brasinoesteroides
(BRs) en estudios de acoplamiento molecular. Se han estudiado diferentes derivados de BRs
naturales, con modificaciones en el anillo B y en la cadena lateral, y la actividad de esos
derivados fue evaluada con diferentes bioensayos como la germinacion, inhibicion de
guisantes, sensibilidad a BRs y produccion de etileno [12], [13], [14]. Los BRs son
fitohormonas involucradas en el crecimiento y correcto desarrollo de las plantas, ademas de
su intervencién en el proceso de adaptacion a cambios del medio ambiente, que activan el
proceso de resistencia a condiciones de estrés abidticas. Gracias a diversos estudios en la
busqueda de compuestos estructuralmente similares a los BRs se ha logrado encontrar una
correlacion de estructura-actividad con respecto a la brasindlida 8 [15].

La castasterona (BR natural, 18), se diferencia de la BL por contener una ciclohexanona en
el anillo B en lugar de la lactona caracteristica de BL; ha demostrado tener una gran actividad
promotora de crecimiento. En México, el grupo de investigacién de Sandoval-Ramirez ha
realizado la sintesis de compuestos 22-oxocolestanicos, derivados de diosgenina (como 19),
hecogenina y sarsasapogenina, los cuales desplegaron una gran bioactividad promotora de
crecimiento vegetal, generando con ello una gran familia de PECV. Adicionalmente, en Cuba
se ha conseguido la patente de los productos espirostanicos Biobras-6 14 y Biobras-16 15,
cuya actividad se ha probado a nivel de campo.

OH

HO,

HO\\\\“

Figura 6. Castasterona (18), Biobras-16 (15) y derivado 22-oxocolestanico (19).

En el presente proyecto se integran fases de disefio bioinformatico, sintesis dirigida y
evaluacion a nivel de invernadero, asi como evaluacion en campo de los compuestos 22-
oxocolestanicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 General

Disenfar, sintetizar y evaluar la actividad promotora de crecimiento vegetal de compuestos
22-oxocolestanicos con modificaciones en C-26.

2.2 Especificos

e Disefiar y analizar el acoplamiento molecular de compuestos 22-oxocolestanicos
modificados en C-26 y los receptores BRI1, BRI1-BAK1l y BRI1-SERK1
relacionados al crecimiento vegetal.

e Sintetizar y caracterizar espectroscopicamente los compuestos 22-oxocolestanicos
seleccionados mediante experimentos in silico.

e Evaluar la actividad promotora de crecimiento vegetal en Lactuca sativa L. var.
longifolia de los compuestos 22-oxocolestanicos seleccionados.

e Evaluar el efecto promotor de produccién y pastura de SPGP4 en campos agricolas
de la regién del Istmo de Tehuantepec del estado de Oaxaca, México.
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CAPITULO 1. Estudios in silico

14




1.1 Antecedentes de estudios in silico para fitohormonas

Para disefiar moléculas bioactivas mediante herramientas bioinformaticas es necesario conocer un
modelo bioldgico adecuado; particularmente, para el disefio de fitohormonas se debe saber cémo
actuan y especificamente qué receptores se activan. Las giberelinas (GASs) en las plantas regulan
varios procesos de crecimiento y desarrollo, como la estimulacion de germinacion de semillas,
alargamiento de tallo, floracién, y estimula la partenocarpia y desarrollo de tricomas; asimismo,
regulan la expresion diferencial de genes. A la fecha se han identificado 126 GAs en plantas,
hongos y bacterias, pero solo algunas son bioldgicamente activas, por ejemplo, GA1, GA3 9, GA4
y GA-. La busqueda de anélogos de este grupo de fitohormonas es de gran interés, debido a su
potencial como promotores del crecimiento; sin embargo, el tiempo y los costos que representa el
proceso completo son altos. Por esto, las herramientas bioinformaticas han sido de gran ayuda y
son un campo de gran valor aun por explotar. El receptor de GAs, el Gibberellin-Insensitive
Dwarfl (GID1) se caracterizo a partir de arroz y lechuga, y con este se han realizado estudios de
acoplamiento molecular para predecir el potencial de diferentes compuestos que participan en la
via del crecimiento de las plantas [16].

El uso de trichoderma en la agricultura para el control de plagas es amplio; uno de los metabolitos
producidos por el hongo es la gliotoxina, establecido como el componente activo de esta funcion.
Las GAs son responsables de la proteccion de la planta ante plagas. El uso de herramientas
computacionales permite determinar el potencial activo que una molécula puede presentar y se
refleja en el estudio que Bezuidenhout y colaboradores reportaron en 2012, en el que evaluaron el
acoplamiento de la gliotoxina en el sitio activo del receptor de GAs. La energia de acoplamiento
(EA) de la gliotoxina se posiciond al nivel que el de GAs (ligando end6geno) y la interaccion fue
en el mismo sitio que el ligando enddgeno de este receptor; lo que permitié explicar que induce
respuestas bioldgicas similares a las giberelinas [16], [17].

Las estrigolactonas (SL) se asocian a procesos de gran relevancia agricola; estos inician una
simbiosis entre plantas y hongos micorricicos arbusculares dando paso a la germinacion parasita e
inhibiendo la ramificacion de brotes vasculares. Al igual que las deméas hormonas, la concentracion
a la que se pueden obtener a estos compuestos es muy baja, a partir de extractos naturales y los
analogos sintéticos son dificiles de obtener debido a su inestabilidad. Por estos motivos, el empleo
de los estudios de acoplamiento molecular es de gran ayuda en este campo. Para poder realizar
estos estudios es necesario establecer las proteinas o enzimas que desencadenan las respuestas
fisiolégicas de las SL. En relacion a este punto es que Burguer y colaboradores realizaron un
estudio de 20 SL y su interaccion con 9 receptores de la planta parasita Striga hermonthica,
concluyendo que la especie ha desarrollado receptores poco selectivos para todos los compuestos
probados, asi como especificos a SL de ciertas plantas lo que permite modular respuestas
especificas del huésped [18].

Enfocado al valor de las SL en la agricultura para combatir la germinacién de plantas parasitas
Kang y colaboradores propusieron el disefio y sintesis de una nueva serie de analogos derivados
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de dihidroflavonoides, cuyo potencial in silico fue evaluado mediante su interaccion con la
proteina receptora de SL HTL7 la cual correlaciond con su evaluacion in vivo mediante estudios
de deteccion por fluorescencia, los cuales ayudaron a determinar la via de accion sobre la que SL
expresaba su funcion [19].

Otra opcion es el estudio del proceso de inhibicion, y si este resulta en beneficio de la planta. Tal
es el caso del receptor dual D14 (DWARF14) cuya funciéon es regular la sefializacion de SL y
también esta relacionada a las plantas parasitas. Takeuchi y colaboradores en 2018 sintetizaron
nuevos antagonistas de D14 y sus resultados de acoplamiento molecular proponen que estas
moléculas bloguean la interaccion de la proteina por lo que inhiben la hidr6lisis del sustrato [20].

Las citoquinas regulan una amplia gama de procesos esenciales en las plantas, y también se puede
enfocar al estudio de su inhibicién. EI ejemplo mas importante es el que emplea tidiazuron (TDZ),
utilizado en la agricultura como defoliante del algodon ya que actda como inhibidor de la citocina
oxidasa/deshidrogenasa (CKX) que se encarga de degradar las citoquininas y, por tanto, aumenta
la vida util de las fitohormonas. Nisler y colaboradores disefiaron, sintetizaron y evaluaron el
potencial de nuevos derivados de TDZ. De 20 candidatos, seleccionaron a dos para su estudio in
vivo que presentaron alta selectividad y mejores energias de interaccion con las isoformas de la
enzima. [21].

Por otra parte, los brasinoesteroides (BRs) son fitohormonas de tipo esteroidal que se encargan de
diversos procesos de desarrollo, reproduccion y resistencia en las plantas. El descubrimiento de la
brasindlida se remonta a finales de la década de 1970 y posteriormente la investigacion de este
grupo de hormonas ha permitido determinar procesos fisioldgicos en los que interviene como la
division y crecimiento celular, senescencia, desarrollo de polen, maduracion del fruto, la
resistencia y adaptacion a diversos factores del medio ambiente. Para la década de 1990 la ruta de
biosintesis de BRs ya se encontraba mejor descrita gracias a diversos estudios realizados en varios
cultivos, en particular con el organismo modelo Arabidopsis thaliana. Esta demostrado que los
BR en la planta se incorporan en la superficie celular por accion del BRI1 (Brassinosteroid
Insensitive-1, del inglés), el cual forma parte de la familia de LRR-RLKSs (leucine-rich repeat
receptor-like kinases por sus siglas en ingles), y cuya presencia es necesaria para la percepcion de
los BRs y con ello el desarrollo de la planta [22], [23].

BRI1 existe en la membrana vegetal de forma independiente como un homodimero y puede ser
estabilizado por la unién con los BRs; sin embargo, para que esta via de sefializacion (Figura 7) se
exprese completamente es necesaria la heterooligomerizacion entre BRI1 y miembros de la
subfamilia de LRR-RLKSs, como SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase). Este proceso
se inicia cuando se une un ligando BR a BRI1, permitiendo el vinculo con los correceptores para
formar complejos que generan el incremento de la parte catalitica, creando interfaces de union con
otros componentes del dominio dando paso a la cascada de sefializacion.

Dependiendo del correceptor al que se una el BRI1 sera la ruta que siga y por ende la respuesta,
por mencionar algunos, se puede formar el complejo BRI1-BAK1 (Associated Receptor Kinase-1
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del inglés). También se ha encontrado la presencia de BRI1 en complejo con SERK1 que esta
implicado en el proceso de embriogénesis. Otras interacciones que puede establecer es con las
fosfatasas como BSU1 (BRI1 SUPPRESOR1 complejo que inactiva al regulador negativo BIN2
(Brassinosteroid Insensitive-2) que activa a los factores de transcripcion de resistencia cuando hay
ausencia de BR, dos proteinas mas encontradas en Arabidopsis son TTL (Transthyretin-like
protein) y TRIP1 (un homologo de TGFb-receptor-interacting protein 1) [22], [23], [24], [25],
[26].

Si bien, las uniones que pueden establecerse en la biogénesis de los brasinoesteroides son muy
amplias, solo se han mencionado los receptores que en la actualidad presentan mas estudios que
respaldan su participacion. Es de especial interés realizar el analisis dirigido a la sefializacién de
la ruta de los receptores de embriogénesis por lo que se han seleccionado como receptores a BAK1
y SERK1 para la formacién de los complejos con BRI1.
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Figura 7. Modelo de regulacién de BRI1 en la membrana plasmatica, tomado de [27].

1.1.1 BRIl

El mecanismo de activacidn de los receptores de BRs comienza por la union entre el receptor BRI1
(Figura 8) y su ligando enddgeno (brasindlida, BL). Esto se ha logrado caracterizar a través de
estudios con los cuales se determind el sitio activo de la proteina. La estructura del dominio de
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unién al ligando BRI1 se ha determinado con una resolucion de 2.5 A, ademas de los procesos de
transformacion que se desencadenan (fosforilaciones, por ejemplo) y las posibilidades de
interaccion que pueden ocurrir posteriores a la unién con los correceptores. De manera general,
los estudios realizados son el aislamiento y caracterizacion de los receptores y estudio de las
mutaciones con supresion de genes para determinar su importancia en la cascada de sefializacion
de BRs [27], [28], [29], [30], [31].

Figura 8. Estructura 3D del Brassinosteroid Insensitive-1, BRI1 (3RGZ) [28].

1.1.2 BRI1-BAK1

Una vez realizado el acoplamiento entre BR-BRI1 se permite la formacion del complejo BRI1-
BR-BAK1 (Figura 9). Hasta la fecha, en los estudios in silico realizados se reportan ambas
interacciones para poder determinar la estabilidad de formacion del primer acoplamiento y el
potencial de formacion del segundo; Mao y Li [27] analizaron la via de sefializacién de los
brasinoesteroides regulada por quinasas clave, como se observa en la Figura 10 al estar disponible
la brasindlida se da la union con BRI1 y posteriormente con BAK1 que desencadena en la
activacién de BSU1 cuya funcion se encuentra relacionada con la inmunidad de las plantas [32],
via que no se activa en ausencia de BR, esta ruta es representada en el lado izquierdo de la figura
10.
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Figura 10. Modelo de la via de transduccion de sefiales BR con BAK1.

Beilei y colaboradores han desarrollado mdaltiples trabajos acerca de reguladores de crecimiento
en la via de brasinoesteroides. En 2015 reportaron el analisis estructura-actividad de 7 BRs (Figura
11) y la descripcion de los residuos aminoacidicos claves de los receptores. De ello obtuvieron
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bases para disefiar y desarrollar andlogos de bajo costo y gran actividad. Estructuralmente, se
destaca la interaccion del carbonilo en el anillo B ya que mejora la energia de activacion de BRI1,
a diferencia de los compuestos 24 y 25 que no lo presentan. La presencia del hidroxilo en C23
fortalecié la actividad bioldgica ya que los compuestos que no presenta este sustituyente (20-25)
no lograron superar las energias de la BL 8. En cuanto al complejo BRI1-BAK1, la interaccion
entre los hidroxilos del anillo A con algunos aminoacidos de BRI1 (Arg640 y Tyr642) y con His61
y Val62 de BAK1 contribuyeron esencialmente a la afinidad [33].
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Figura 11. Brasinoesteroides y derivados comerciales estudiados por Beilei y colaboradores.

Considerando la gran importancia de los BRs, en otro estudio el mismo grupo de investigacion se
propuso como objetivo encontrar la manera de sintetizar derivados no esteroidales que lograran
activar la via de estas hormonas. Para esto estudiaron una base de datos de compuestos comerciales
de uso variado y evaluaron su afinidad con el receptor BRI1 y el complejo BRI1-BAK1, asi
desarrollaron estructuras que fueron comparadas con los compuestos de la base de datos. Su primer
criterio de seleccion fue que cumplieran con los requisitos de grupos funcionales o polaridades
con lo que se seleccionaron 56 candidatos; estos fueron evaluados por acoplamiento molecular con
el receptor y el complejo, excluyendo aquellos que no interaccionaron con el sitio activo de cada
proteina con lo que disminuy6 la base de datos a 20 candidatos y finalmente criterios de los tipos
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de interacciones que presentaban en el acoplamiento. Ademas, este estudio sugirié que un requisito
fundamental fue la formacion de puentes de hidrogeno con residuos de BAKL, lo que permitié la
seleccidn de dos derivados comerciales 26 y 27, que en su evaluacion bioldgica presentaron buenos
resultados [34].

A partir del estudio de acoplamiento molecular realizado a una serie de derivados 24-norcolanicos
(Figura 12), disefiados como anélogos de BRs, Diaz y colaboradores propusieron a dos de estos
compuestos como potenciales candidatos para su evaluacion agricola ya que presentaron energias
de acoplamiento mejores a las de la BL con el complejo BRI1-BAKL. En este estudio se analizaron
diferencias a nivel energético, donde el derivado que destaco fue el 28. Otro aspecto estudiado
fueron las interacciones de los sustituyentes; se pudo observar que para los derivados benzoilados
32-34, este grupo funcional favorece las interacciones con los receptores y que a pesar de no poseer
el grupo hidroxilo terminal en la cadena 24-norcolanica presentd un nivel energético similar.
También se observaron las interacciones con His61 y Val62, residuos de BAK1 indicados como
importantes en estudios previos [35].
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Figura 12. Derivados 24-norcolénicos evaluados.

1.1.3 BRI1-SERK1

Con el fin de describir la via de sefializacién completa de los BRs y sabiendo la importancia de
formar el complejo con BAKL1 (también conocido como SERKS3), resulta de interés conocer mejor
el funcionamiento de esta subfamilia y su relevancia en los procesos de desarrollo de las plantas
(Figura 13). Para ello se realizaron diversos estudios de aislamiento y caracterizacion de dicho
receptor a partir de especies con mutaciones. Esto resultd ser de gran ayuda en la investigacion
vegetal in silico, ya que amplia el panorama para el disefio dirigido de nuevos derivados con
actividad promotora de crecimiento con efecto especifico en el proceso de embriogénesis [36].
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Figura 13. Modelo de la via de transduccion de sefiales BR con SERK1 [37].

Para realizar estudios de acoplamiento molecular se emplea el cristal obtenido por Santiago y
colaboradores, quienes en 2013 reportaron el aislamiento del complejo BRI1-BL-SERK1 (Figura
14) y sugirieron a la brasinélida como ligando endégeno [38]. Bojar y colaborades haciendo uso
de herramientas bioinformaticas reportaron el analisis de la via de interaccion para la formacion
de los complejos entre BRI1 y algunos correceptores de la familia SERK, la actividad catalitica
que se desencadena y cuales son los residuos importantes para gque esto se lleve a cabo [39].

Un estudio reciente de correlacion entre ciencia basica y aplicada a nivel laboratorio fue el
reportado por Nishikawa y colaboradores en 2023, donde reportan la evaluacion de la capacidad
de germinacion de lechuga y arroz con 6 BRs (Figura 15). Posteriormente, relacionaron los
resultados bioldgicos con la evaluacion in silico de acoplamiento con el complejo BRI1-SERK1
para Arabidopsis thaliana y Oryza sativa los cuales presentaron una correlacién lineal, es decir,
que existe proporcionalidad entre los estudios in silico e in vivo [40].
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Figura 14. Receptor de esteroides vegetales unido a brasinélida y al correceptor SERK1 (4LSX) [38].

Donde R puede ser:

OH

OH

OH

7, 0,

OH OH

OH

H O/// /1,

OH

OH

(0]

OH

1, ",
OH

OH

o /\ //’//,,

OH

S
N
S
<

aullllT

35)

H o\\\\\\\

Figura 15. Brasinoesteroides evaluados con el complejo BRI1-SERK1.
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1.2 Discusion de resultados

1.2.1 Eleccién de compuestos
Basados en el potencial in silico de los colestanos previamente abordados se disefid un conjunto

de 1247 derivados que fueron construidos mediante variaciones seleccionadas con el analisis
general de un 22-oxocolestano que se puede obtener con la apertura del espiroacetal en un
espirostano, ya que esto propicia la formacion de la cadena lateral 22-oxo-26-hidroxilada y con lo
que surgid el interés de estudiar el efecto de variar el grupo funcional en C-26 el cual puede
oxidarse a aldehido y acido carboxilico, o esterificarse dejando un total de 4 sustituyentes posibles,
variable asignada como R7 (Figura 16). Otra de las variaciones fue la estereoquimica de C-25 (Re)
la cual puede estar en configuracion R o S, esta variacion, asi como las otras 5 estan relacionados
a la naturaleza de los SP. Aqui consideramos a aquellos con o sin hidroxilo en C-2 (R1) y/o C-3
(R2). Para los sustituyentes R3, Rs y Rsen los &tomos de carbono C-5, C-6 y C-12, también se toma
en cuenta la orientacion de los mismos.

R;=H, aOAc, fOAc
R,=aOAc, BOAc

R;=A°, oH, BH, aOH
R,=A> H, aOAc, BOAc, O
Rs=H, 0

R¢= (R)CH;, (S)CH,4

R,= CH,OH, CHO,

COOH, CH,0Ac

Figura 16. Estructura general de los compuestos 22-oxocolestanicos disefiados.

Para determinar la prioridad y el efecto de cada uno de los sustituyentes empleados en la
construccién de moléculas, se realizo el analisis estadistico de las EA agrupadas por sustituyente.
Primero, se determind que los datos no seguian una distribucion normal empleando la prueba
Anderson-Darling [41]. Posteriormente, se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis en
cada variable (R1-R7), para cada diana evaluada. En la Tabla 1 podemos ver que en todas las
posiciones existe una diferencia de su efecto sobre las EA para la interaccion con el receptor BRIL.

En este disefio orientado al PECV con potencial de actividad sobre la via de activacion de BRI1,
presentaron mejores valores de energia aquellos que en C-2 no tienen sustituyente. El efecto de la
estereoquimica de C-25 permitié determinar que el grupo de compuestos 22-oxocolestanicos de
mejor energia son los que presentan configuracion R. Finalmente, para la proteina asociada al gen
BRI1 fue posible corroborar que estadisticamente los derivados 26-acido y 26-aldehido son los
que se favorecen en esta interaccion (Tabla 1).
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Tabla 1. Interacciones de derivados 22-oxocolestanicos con BRI1. Kruskal-Wallis (p < 0.05).

Posicién Mejor EA
C-2 aOAC | BOAC | H
C-3 00OAC SOAC
C-5 AS’ Ha OCOH, H
C-6 aOAC | H | BOAC, O
C-12 H 0
C-25 S R
C-26 OAcC | OH COOH, CHO

Del analisis estadistico para las energias de acoplamiento de formacion del complejo BRI1-BAK1
(Tabla 2), relacionado a la resistencia a factores de estrés del medio ambiente [32], destacaron dos
puntos: primero, que los derivados 26-acido y 26-aldehido presentan la mejor EA, esto resulta
importante ya que este nivel de andlisis nos permite observar clasificaciones que unicamente por
perspectiva de los valores no podemos determinar. El otro punto fue determinar los sustituyentes
mas importantes en la estructura para favorecer la interaccion con este complejo. De la Tabla 2
podemos observar que los sustituyentes en C-5 y la estereoquimica de C-25 no fueron
significativos a diferencia de lo obtenido para BRI1.

En contraste con el andlisis para BRI1, donde la presencia del grupo acetilo o cetona en C-6 son
las de mejor energia de acoplamiento, en el complejo BRI1-BAK1 en el mismo carbono la
presencia de protones o que sea un carbonilo son las que presentaron mejor EA. Siendo que ambos
sustituyentes son estadisticamente mejores para la EA en su respectiva diana, al haber una similitud
con un grupo (cetona) y una diferencia entre los otros sustituyentes (acetilo y protones) esto
permitira disefiar compuestos especificos para promover el alargamiento, por la activacion de
BRI1; para beneficiar el proceso de resistencia a estrés, por la activacion de BRI1-BAK1, o tener
actividad dual, cuando en C-6 sea base de carbonilo.

Tabla 2. Interacciones de derivados 22-oxocolestanicos con BRI1-BAK1. Kruskal-Wallis (p < 0.05).

Posicion Mejor EA
C-2 00ACc, fOAC H
C-3 aOAC BOAC
C-5 No hay diferencia significativa
C-6 aOAc, fOAC H O
C-12 ) H
C-25 No hay diferencia significativa
C-26 OAc | COOH, CHO, OH
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Para promover la activacion del complejo BRI1-SERK1, que esta relacionado a la germinacion
[38], se pudo seleccionar a los derivados con instauracion en C-5 y protones en C-12 (Tabla 3)
como compuestos dirigidos para la activacion de esta via.

Tabla 3. Interacciones de derivados 22-oxocolestanicos con BRI1-SERK1. Kruskal-Wallis (p < 0.05).

Posicion Mejor EA
C-2 aOAc, fOAC H
C-3 0aOAC SOAC
C-5 Hp | Ha, OHa | K
C-6 aOACc, fOAC H, O
C-12 o) H
C-25 No hay diferencia significativa
C-26 OAc, OH, COOH | COOH, OH, CHO

Otro de los parametros de analisis para el disefio de nuevos PECV fue la EA, ésta se obtuvo para
cada derivado 22-oxocolestanico, con las 3 dianas evaluadas y representan el potencial de
interaccion que pueden tener los derivados como promotores de crecimiento vegetal. El criterio de
seleccion para el nivel de homologia energética se establecié por comparativa con las EA de BRs
naturales con BRI1 y los complejos BRI1-BAK1 o BRI1-SERK1 (Tabla 4); para este analisis se
utilizaron como referencia la BL (8), la epibrasinélida (36, ampliamente utilizado en la agricultura)
y la castasterona (18, BR con mayor similitud estructural a los colestanos y de gran actividad)

(Figura 17).
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Epibrasindlida (36)

Figura 17. Brasinoesteroides naturales empleados como referencias para el estudio in silico.
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Tabla 4. Energias de acoplamiento de brasinoesteroides, en kcal/mol.

BRrer BRI1 BRI1-BAK1 BRI1-SERK1
Epibrasinolida -5.976 -10.522 -10.428
Brasinolida -6.469 -12.017 -10.556
Castasterona -71.572 -11.857 -11.091

El efecto promotor de crecimiento en las plantas sobre la via de brasinoesteroides se atribuye a la
interaccion con el receptor BRI1; en este caso, para la quimioteca de compuestos 22-
oxocolestanicos disefiados se encontro que el 18% (229 derivados) presentan una EA igual o mejor
que el de los BR de referencia. De estos, 125 son mejores que la epibrasinolida, pero no que la BL,
98 son mejores que esta Ultima, pero no que la castasterona y 6 superan la EA de la castasterona
(Figura 18). De estos 229 derivados el 31.4% son acidos carboxilicos, 33.6% corresponden a
aldehidos, derivados hidroxilados son el 20.1% y el 14.8% restante son derivados 26-OAc.

Para explorar derivados con efecto de resistencia a condiciones de estrés se analizaron las energias
de acoplamiento con el complejo BRI1-BAK1. En comparacion con el numero de 22-
oxocolestanos que presentaron energias con BRI1 al nivel de las referencias, para el complejo
BRI1-BAK1 disminuyeron drasticamente; contrario a ser una desventaja este resultado es
relevante para el disefio dirigido al PECV enfocados a la resistencia a estrés. A pesar de que
ninguno de los derivados disefiados logré alcanzar el nivel energético de la brasindlida o de la
castasterona, 10 derivados si lograron EA similares e incluso superiores que la epibrasindlida
(Figura 19), lo que es buen indicativo ya que ésta fue ampliamente utilizada en la agricultura hace
algunos afos. De estos ligandos que superan a la referencia, la mitad tienen como grupo funcional
hidroxilo en C-26, 3 son derivados acetilados y los otros dos restantes son &cidos carboxilicos.

Como se menciond previamente, la germinacién por la via de brasinoesteroides esta asociada a la
activacion del complejo BRI1-SERK1. Energéticamente, de los derivados con EA dentro del
intervalo de los BR naturales dos son &cidos carboxilicos y dos son aldehidos, 3 superaron a la BL,
y solo uno, un aldehido, tuvo mejor EA que la castasterona (Figura 20). De esto fue posible sefialar
a los compuestos 22-oxocolestanos de mayor grado de oxidacion como posibles PECV especificos
para la germinacion.
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Figura 18. Gréfica de energias de acoplamiento con BRI1.
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Figura 20. Gréfica de energias de acoplamiento con BRI1-SERK1.
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Con los resultados del analisis energético y estadistico se establecieron clasificaciones de los
grupos de derivados 22-oxocolestanicos asociados a cada una de las dianas y también aquellos que
podrian presentar una actividad dual. Esto se resume en el diagrama de Venn en la Figura 21. Los
derivados de laxogenina 37 (Figura 22) se clasificaron con potencial actividad dual para la
formacion del complejo BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1, es decir, su disefio se enfoca a PECV de
resistencia a estrés y germinacion. De la misma forma los derivados de botogenina 38 son
propuestos como potenciales PECV con efecto dual en las etapas de germinacion y elongacién
vegetal. Como un control negativo se seleccionan a los derivados de sarsasapogenina 39 ya que
algo muy caracteristico de éstos es la configuracion S en C-25, que a partir de los estudios
estadisticos no mejoro el acoplamiento con el receptor, ni con los complejos.

260H-Sg: -10.189 kcal/mol
26CHO-Sg: -4.955 kcal/mol
26COO0H-Sg: -5.307 keal/mol

BRI1 26CHO-Sg: -6.152 kcal/mol
BRI1-BAK1 26CO0OH-Sg: -5.185 kcal/mol
26CHO-5a0OH-Lxg: -7.071 keal/mol
26CO0H-5¢0H-Lxg: -6.22

kcal/mol

26CHO-Hg: -7.171 kcal/mol

26COO0OH-Hg: -6.277 kcal/mol

260H-Lxg: -10.03 kcal/mol

26CHO-Lxg: -10.396 kcal/mol

260H-Bg: -9.433 kcal/mol
260H-Dg: -8.883 kecal/mol
26CHO-Dg: -9.579 kcal/mol
26COOH-Dg: -10.088 kcal/mol
260H-Sg: -7.883 kcal/mol
26CHO-Sg: -7.881 kcal/mol
26CO0OH-Sg: -9.803 kecal/mol

BRI1-SERK1

Sg: sarsasapogenina Bg: Botogenina
Lxg: laxogenina Dg: diosgenina
500H-Lxg: Sa-hidroxi laxogenina Hg: hecogenina

Figura 21. Diagrama de Venn de ligandos especificos para cada diana.
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Figura 22. Derivados 22-oxocolestanicos de laxogenina, botogenina y sarsasapogenina.

Energéticamente, los mejores PECV para cada uno de los receptores resultaron ser los compuestos
40 para BRI1, 41 para BRI1-BAK1, y 42 para BRI1-SERK1 (Figura 23).
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(41)

AcO
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o

EAgrii-sergi= -11.644 kcal/mol
(42)

AcO

Figura 23. PECV con mejor energia de acoplamiento con BRI1, BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1.

Para determinar la correlacion entre los resultados in silico y la actividad bioldgica fue necesaria
la sintesis de derivados 22-oxocolestanicos para su evaluacion. Como se puede observar en las
estructuras de los candidatos seleccionados, esta etapa requiere la funcionalizacion de algunas
posiciones. Un espirostano de interés es la diosgenina tiene una insaturacion en C-5, como se
requiere para la interaccion con BRI1 y la formacion del complejo BRI1-SERK1; ademaés, también
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se encuentra presente en los derivados con mejor energia previamente descritos. Esta serie de
PECV que pueden obtenerse a partir de diosgenina tienen configuracion 25R, y orientacion 34 en
el grupo OAc. Ademas, cubre la ventaja de disponibilidad por su mayor abundancia y accesibilidad
lo que permiti6 trabajar sin restricciones las modificaciones necesarias para la obtencion de los 4
derivados en C-26 mostrados en la figura 24. Ademas, al trabajar con este SP sera mas accesible
desarrollar un modelo que permita extrapolar las metodologias de sintesis a otros esteroides y su
optimizacion podria ser un area de interés, por estos motivos se realizo el andlisis a detalle de las
interacciones de los 4 derivados de diosgenina con cada una de las dianas evaluadas.

(0] (0]

HO AcO

Figura 24. Derivados 22-oxocolestanicos a partir de diosgenina.

Para establecer el sitio en que los derivados 22-oxocolestanicos interaccionan y determinar las
interacciones que se producen con los residuos en cada una de las dianas, BRI1 y los complejos
formados con BAK1 y SERK1, se establecio el sitio de union de los brasinoesteroides de
referencia. En la Figura 25 se presenta la interaccion en 3D de los ligandos enddgenos con BRI,
gue como se puede observar, es el mismo y con esto se define la zona de interaccion. Sin embargo,
visualmente puede ocasionar confusiones, para detallar mejor este sitio de unién es necesario
realizar el analisis de las interacciones de los residuos aminoacidicos entre el receptor y los
ligandos.

33



Castasterona-BRI1

Figura 25. Diagramas de interaccion 3D de BRI1 con brasinoesteroides naturales.

Para delimitar el sitio activo de BRI1 se determinaron los aminoacidos y el tipo de interacciones
que se presentan con los BR de referencia; asi se establecid el parametro de comparativa al
momento de analizar los ligandos. En la Figura 26 se muestra el diagrama de interacciones 2D de
la BL; en su estructura contiene 4 grupos hidroxilos, de los cuales dos forman puente de hidrégeno,
el de la cadena colestanica en C-23 con el OH de la SER647 de BRI1; el otro, en C-3, que interactla
con un grupo hidroxilo, pero ahora de la THR729, ambos aminoacidos polares sin carga. En
cambio, el hidroxilo de C-2 interactlia con la LYS601 la cual tiene carga positiva y se establece un
puente con los electrones libres del OH. Las interacciones se pueden considerar distribuidas de
manera homogénea; podria indicarse una ligera tendencia en que la cadena colestanica se
encuentra rodeada por un mayor nimero de aminoacidos alifaticos. De forma general, la
conformacion con la que BL entra en el sitio activo de BRI1 no presenta una tendencia hacia
alguna zona de la estructura.
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Figura 26. Diagrama de interaccion 2D de brasinélida-BRI1.

La epibrasindlida y la brasindlida sélo se diferencian por la estereoquimica en el C-24, la primera
presenta configuracion R, que desde una perspectiva visual se puede considerar un cambio no
importante; sin embargo, al analizar las interacciones en el diagrama 2D de este brasinoesteroide
podemos observar (Figura 27) que si hay un cambio notable en la forma de interaccién entre la
estructura y los residuos del receptor; la cadena colestanica que anteriormente estaba rodeada de
aminoéacidos alifaticos, ahora, con el cambio de configuracién no muestra interacciones puntuales
aunque sigue siendo una zona hidrofobica. Por la manera en que estan distribuidos estos
aminoacidos la molécula se acomoda de forma contraria (como en espejo) en comparacion con la
BL, el Unico puente de hidrégeno que forma epibrasindlida es con el OH de TYR642; la
configuracion en C-24 favorecid que la interaccion con LY S601 fuera con el oxigeno del carbonilo
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en el anillo B. En general, se observa una mayor interaccion de la cara alfa del brasinoesteroide
con los aminoacidos.
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Figura 27. Diagrama de interaccién 2D de epibrasinolida-BRI11

Finalmente, la cadena colestanica de la castasterona, igual a la de la BL, posee tambien una
distribucion homogénea (Figura 28), sélo que, en contraste con ésta, el tipo de interaccion de sus
hidroxilos es polar y las interacciones hidrofobicas se cargan hacia la parte alifatica de la
estructura. Curiosamente, a pesar de que la castasterona presenta una EA mayor que la BL, ésta
no forma puentes de hidrégeno con el receptor, la carga positiva se mantiene con el oxigeno del
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carbonilo en el anillo B, como en la epibrasindlida, lo que puede indicar que este &tomo entre los
carbonos C-6 y C-7 en el BR anterior no genera tanta influencia en la interaccion.
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Figura 28. Diagrama de interaccion 2D de castasterona-BRI1

Para obtener la similitud entre los derivados 22-oxocolestanicos con los BR de referencia se
compararon el nimero de aminoacidos clave, que son aquellos que se presentan en las 3
referencias, tanto por nimero de residuos como por tipo de interaccion, en la

Tabla 5 se muestra el resumen de este analisis, indicados en rojo los aminoacidos clave, con 11
presenta interaccion hidrofobica, 2 son interacciones polares con THR646 y ASN705, y uno de
carga positiva con LYS601.

El sitio de union de los ligandos endogenos propicia la formacion del complejo BRI1-BAK1. La
Figura 29 muestra sobreposicion de los tres BRs de referencia (brasindlida, epibrasinélida y
castasterona) en el sitio activo. Para detallar el sitio se realiz6 el analisis de interacciones con los
diagramas 2D de estos tres brasinoesteroides de referencia.
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Tabla 5. Aminoacidos de BRI1 que interactian con los BRs de referencia.

Tipo de interaccion
Compuesto Hidrofdbicos Polar Con carga Puente de H
positiva
Brasinolida MET657 ILE682 TYRG642
ILE540 ILE706 PHEG81 THR646 LYS601 SER647
TRP564  TYR599 LEU615 ASN705 THR729
ILE563 TYR597 ILE592
PRO648
Epibrasinolida | PHE681 PHE658 PRO648 THR649
ILE682 MET657 TYR599 SER647
ILE706 LEU615 TYR597 THR646 LYS601 TYRG642
ILE563 TRP564 ASN705
HIS645
THR729
Castasterona | PHE681 PHEG58 ILE540 THR649
ILE682 MET657 ILE592 SER647
ILE706 LEU615 PRO648 THR646
TYR597  TRP564 TYR599 ASN705 LYS601
TYR642 ILE563 THR729

Figura 29. Diagramas de interaccion 3D de BRI1-BAK1 con BRs de referencia.
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La presencia de los grupos hidroxilo facilitan la formacidn de puentes de hidrogeno entre los BR
de referencia y el complejo. La distribucion de las interacciones hidrofébicas es homogénea con
toda la parte alifatica de la estructura, pero se observo una mayor tendencia de interaccion polar y
formacion de puentes de hidrogeno entre los hidroxilos en el anillo A y de la cadena lateral con
algunos residuos, por ejemplo, con histidina y asparagina que son aminoacidos con carga (Figura
30).
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Figura 30. Diagrama 2D de interacciones entre BRI1-BL-BAK1.

Los tres brasinoesteroides presentaron interaccion con los mismos residuos, la diferencia mayor
fue que brasindlida formé un mayor nimero de puentes de hidrégeno. Los residuos de aminoacidos
clave para la formacién de este complejo (Tabla 6) son 15 de tipo hidrofébico; 4 son polares
manteniéndose la THR646 del acoplamiento solo con BRI1, aqui todas las interacciones de este
tipo fueron con treoninas. Tambien se mantiene la interaccion con LYS601 con carga positiva, y
se adiciono a la lista de residuos clave dos interacciones de puente de hidrogeno con SER647 y
TYRG642 que se espera estén presentes en compuestos relacionados a la respuesta a estrés.
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Tabla 6. Aminoacidos de BRI11-BAK1 que interacttan con los BRs de referencia.

Tipo de interaccion

Compuesto Hidrofoébicos Polar Con carga Puente de H
positiva
Brasindlida PHEG681 PHE658 ILE540 THR646 VALG62
ILE682 MET657 ILE592 THR649 LYS601 TYR642
TRP59 LEU615 PRO648 THR729 HIS61
PHEG0 TRP564 TYR599 THR63 ASN705
ILE706 ILE563 TYR597 SER647
Epibrasinolida | PHE681 PHE658 ILE540 THR646 SER647
ILE682 MET657 ILE592 THR649 VALG62
TRP59 LEU615 PRO648 ASN705 LYS601 TYR642
PHEG0 TRP564 TYR599 THR729
ILE706 ILE563 TYR597 THR63
HIS61
Castasterona | PHEG81 PHE658 ILE540 THR646 SER647
ILE682 MET657 ILE592 THR649 ASN705
TRP59 LEU615 PRO648 THR729 HIS61
PHEG0 TRP564 TYR599 THR63 LYS601 TYR642
ILE706 ILE563 TYR597
VAL62

Figura 31. Diagrama de interaccion 3D de BRI1-BR-SERKL.
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Del andlisis de las referencias para el complejo BRI1-BR-SERK1 el sitio de union para los tres
coincide, como se puede observar en la representacion en 3D del acoplamiento (Figura 31); éste
se define como el sitio de interés para que los ligandos disefiados 22-oxocolestanicos interactden
y produzcan un efecto positivo en la germinacion. Para delimitar mejor esta zona se busco (de la
misma manera que con los receptores anteriores) a los residuos en comun para las tres referencias
y se selecciond a los amino&cidos clave que se encuentran resumidos en la Tabla 7. Una interaccion
considerada importante para esta via es la HIE62 (HIS62 protonada) ya que ésta Gnicamente se
presento al analizar este complejo.

Tabla 7. Aminoéacidos clave para la interaccion de BRI1-SERK1 con los BRs de referencia.

Tipo de interaccion
Compuesto Hidrofobicos Polar Con carga Puente de H
positiva
Brasinolida VALG63 ILE540 TYR642 THR729 HIE62

PHE61 TRP564 PRO648 ASN705 LYS601 TYR597
TRP60 ILE563 PHE658 THR649
ILE706 LEU615 MET657 SER647
ILE682 ILE592 THR646
PHE681  TYR599

Epibrasinolida | VALG3 PHE658 PRO648 ASN705 SER647
PHE61 ILE706 TYR597 THR729 HIE62
TRP60 TRP60 TYR599 THR649 LYS601
ILE682 PHE61 TYR642 THR646
PHE681 LEU615 MET657
ILE563 ILE540 ILES92
TRP564

Castasterona ILE540 ILE682 ILE706 THR646 HIE 62
ILE592 TRP60 PHE658 HIS645 SER 647
PRO648 PHE61 LEU615 THR729 LYS601
TRP564  VALG3 MET657 ASN705
ILE563 PHE 681 THR649

En la interaccion del complejo con SERK1 los brasinoesteroides tomaron una orientacion que
favorecid que la estructura se rodeara en general de residuos mediante interaccion hidrofébica. Las
regiones donde se encuentran los hidroxilos (anillo A y cadena colestanica) se rodearon de zonas
de interaccion polar debido a la densidad electrénica que aportan los &tomos de oxigeno presentes
y alrededor del anillo lactonico se observo interaccion con carga positiva (Figura 32).
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Figura 32. Diagrama 2D de interaccién entre BRI11-BL-SERK1.

Una vez definidos los residuos clave de cada una de las dianas evaluadas se analizaron las
interacciones de los 4 PECV 22-oxocolestanicos derivados de diosgenina, donde se observo la
formacion de casi todas las 11 interacciones hidrofobicas que deben tener para activar la proteina
asociada al receptor BRI1 como lo hacen los BRs de referencia. Unicamente el derivado 26-acido
no completa las cuatro interacciones polares haciéndole falta la correspondiente con SER647 y se
puede observar (Figura 33) que en los derivados 1 (26-OH) y 3 (26-CHO) estas interacciones son
con la cadena 22-oxocolestanica, y en el derivado 2 (26-acetilado) y 4 (26-acido) estas
interacciones se presentan con los grupos acetilo en C-3 y C-16 en ambos casos.
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Figura 33. Diagrama de interaccion 2D de BRI1 con a) 26-OH (1), b) 26-CHO (3), ¢) 26-OAc (2) y d) 26-COOH (4).
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En la Tabla 8 se presentan a detalle los residuos aminoacidicos con los que interaccionaron los
derivados de diosgenina, asi como su clasificacion segun el tipo; en verde se presentan aquellas
que coinciden con los aminoacidos seleccionados como clave de los de referencia (en rojo). De
este anlisis se destaco que los cuatro 22-oxocolestanos derivados de diosgenina son muy similares
a los BRs naturales pues se unen en el mismo sitio, y en especifico por los residuos a los que se
unen, aumenta su posibilidad de actuar como PECV enfocados a resistencia a condiciones de estrés
por la via de activacion de BRIL.

Tabla 8. Resumen de aminoacidos de los derivados de diosgenina con BRI 1.

Tipo de interaccion

Compuesto Hidrofobicos Polares

Residuos | MET657  ILE682  TYR642
clave de las| TRP564  ILE706  PHE681 | THR646 | LYS601 NP NP
referencias | ILE563  TYR599  LEU615 | ASN705
PRO648  TYR597

260H-Dg | TYR599 ILE706 ILE540 | THR729| ARG640 | GLU 730
1111 | TYR597 ALAS589 ALAS39| ASN705| LYSG601
212 TYR 642 PHE 658 TRP 564 | THR 649
1/1 ILE682 MET 657 ALAS593| SER 647
PHE 681 ILE592 LEU615|THR 646
PRO 648 ILE 563

26CHO-Dg| TYR 642 ILE706 ILES592 |THR649| ARG640 | GLU 730
1111 | TYR599 PRO 648 ALA593| SER 647
212 TYRS597 [ILE682 TRP 564 | THR 646

0/1 LEU 615 PHE G681 ILE 563 [ ASN 705
PHE 658 ALA 589 ALAS589| THR 729
MET 657 ILE 540

26COO0OH- | ILE706 ALAS589 PHEG658| THR729| LYS601 | GLU730 | TYR 642
Dg ILE682 PRO 648 MET 657 ASN 705 ARG 640
10/11 PHE 681 TRP 564 ALA593| THR 649 SER 647
2/2 TYR599 [ILE540 LEUG615|THR 646
1/1 TYR597 ILES563 ILE 592

260Ac-Dg | TYR 599 ILE592 MET 657\ THR729| LYS601 | GLU730 | ARG 640

10/11 | TYR597 ALAS589 PRO 648| SER 639 ASP 603 TYR 642
2/2 ILE 706 ILE540 ALAS593| ASN 705
1/1 ILE682 TRP 564 PHE 658 | THR 649

PHE 681 ILE563 LEU615| SER 647
THR 646
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Figura 34. Diagramas de interaccion 2D de BRI1-BAKL1 con a) 26-OH (1), b) 26-OAc (2), ¢) 26-CHO (3) y d) 26-COOH (4).
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El analisis estadistico determino que la peor EA la presentaron los derivados 26-acetilados. Para
el andlisis de la serie derivada de diosgenina en las interacciones con los residuos se observo esa
misma tendencia, ya que del total de aminoacidos clave (22 interacciones) este derivado, el
acetilado en C-26, es el que present6 el menor nimero (Tabla 9). En los derivados 26-OH, 26-OAc
y 26-CHO se resalta la interaccion con LYS601 en la zona de los anillos A'y B de las moléculas,
en especifico entre el acetilo beta en C-3 y la insaturacion en C-5; para estos mismos compuestos
su cadena 22-oxocolestanica y en la cara beta de los tres primeros anillos se aglomeraron las
interacciones polares e hidrofobicas (Figura 34). En el derivado 26-acido se concentraron mas las
interacciones polares e hidrofobicas al final de la cadena, es decir, cerca de C-25, C-26 y la zona
que abarca C-3, C-5 y C-6, Unicamente este derivado presento uno de los puentes de hidrogeno
entre TYR642 y el carbonilo del acetato en C-3.

Tabla 9. Resumen de aminoécidos de los derivados de diosgenina con BRI11-BAK1.

Tipo de interaccion

Compuesto
Hidrofobicos Polares
Residuos PHE681 PHEG658 ILE540 THR646 LYS601 NP TYRG642
clavedelas | ILE682 MET657 ILE592 THR649 SER647
referencias | TRP59 LEU615 PRO648 THR729

PHE6O0  TRP564 TYR599 THR63
ILE706 ILE5S63 TYR597

260H-Dg | ILE706 ~ PHEG58 TYRS599 | ASN705 THR646 | LYS601 | GLU730

14/15 | ILE682 MET657 TRP564 | THR63  HIE645 | ARG72
Y, PHE681 LEUB15 TYR597 | HIS61  SER647
11 PHEGD PRO648 TYR642| THR649
0/2
26CHO-Dg | ILE706 TYR599 PRO648 | ASN705 SER647 | LYS601 | GLU730
13/15 | ILE682 TYR642 ILE540 | THR63  THR646 | ARG72
Y, PHE681 LEU615 TRP564 | HIS61  THR649
11 PHE6O TYR597 ILE563

0/> | PHE6S8 MET657

26COO0OH-Dg| ILE540 PHEG0  ILE592 | THR729 SE647 | LYS601 | GLU730 | TYRG642
14/15 LEU615 VAL62 PRO648| THR63  THRG649
4/4 PHE658 TYRS597 PHEG81 | HIS61 HIEG645

1/1 MET657 TRP564  ILE682 | ASN705 THRG646

1/2 TYR599 ILE563  ILE706

260Ac-Dg | CYS64  TYRS597 ILE682 | ASN705S SER647 | ARG640 | GLU730
10/15 VAL62 PHEG681 ILE706 | THR63  THR646 | LYS601

4/4 PHEGO0  LEU615 CYS64 HIS61 HIEG645
1/1 PHEG658 TRP564 TYR642| GLN47  THR729
0/2 MET657 TYR599 THR649
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Del analisis del complejo BRI1-SERK1 la interaccién con HIE62 fue seleccionada como
importante ya que solo se presento entre las referencias y esta diana, sin embargo, en ninguno de
los derivados de diosgenina estuvo presente (Tabla 10). Esto significa que la serie derivada de
diosgenina no es conveniente para el proceso de germinacion, pero se debe hacer resaltar que el
andlisis estadistico indicd que tener un doble enlace entre C-5 y C-6 fue el sustituyente que
mejoraba la energia de acoplamiento, en el diagrama de interaccion 2D (Figura 35) podemos
observar que cerca de C-5 se presentan en su mayoria interacciones de tipo polar e hidrofébicas.

Tabla 10. Aminoacidos de BRI1-SERK1 que interacttan con los derivados de diosgenina.

Compuesto| Aminoacidos hidrofébicos Polares _

Residuos | VAL63 TRP564 PRO648 | THR729

clave de las| PHE61 ILE563 PHE658 | ASN705 LYS601 HIEG2
referencias | TRP60 LEU615 MET657 | THR649
PHE681 ILE592 THR646

260H-Dg | ILE706 LEUG615 PHE®658 | THR 729 LYS 601 SER 647
10/14 VAL 63 ILE540 MET657 | THR 64
4/4 PHEG61 TRP564 TYRS597 | HIE62
1/1 PHE 681 ILES563 ILES592 | ASN 705
0/1 ILE682 TYRG642 ALAS93 | THR 649
PRO 648 TYR 599 THR 646

26CHO-Dg| TYR 642 I[LES563 ILES592 | THR 649 LYS 601
9/14 TYRS99 ILE540 ILE706 | SER 647
4/4 LEU 615 TRP564 PHE G681 | THR 646
1/1 PHE 658 PRO 648 PHEG61 | ASN 705
0/1 TYR597 ILE682 MET657 | HIE 62

THR 64

THR 729

26COOH- [TYR642 ILE563 PHEG61 | THR649 | LYS601 | SER 647
Dg |TYR599 TRP564 ILE706 | THR 646
10/14 |LEU615 ILE592 VAL 63 | ASN 705
4/4  |PHE 658 PRO648 ILE540 | HIE 62
11 |TYR597 PHE 681 THR 64
01 |MET657 ILE 682 THR 729

260Ac-Dg| TRP 516 PRO 648 TYRS597 | THR 646 LYS 601
9/14 LEUG15 ILE682 TYRG642 | SER 647

4/4 ILE540 PHE 681 PHE 658 | THR 649
1/1 ILES92 PHEG61 METG657 | HIE62

0/1 TRP 564 ILE706 TYR599 [ ASN 705
ILE 563 THR 64

THR 729
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Figura 35. Diagrama de interaccién 2D de BRI1-SERK1 con a) 26-OH, b) 26-OAc, ¢) 26-CHO y d) 26-COOH.
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1.3 Metodologia

Para el andlisis in silico se disefid una base de compuestos a partir de la estructura base de los
derivados 22-oxocolestanicos previamente evaluados en el grupo de investigacion de Sandoval y
colaboradores [42] [43]. Se selecciond una serie de sustituyentes en 7 posiciones del esqueleto
base con determinada estereoquimica (Figura 36).

R,;=H, aOAc, BOAc
R,=aOAc, BOAC

Ry= A%, aH, BH, aOH

R,= A, H, aOAc, BOAc, O
Rs=H, O

R¢= (R)CH;, (S)CH;

R,= CH,OH, CHO,

COOH, CH,0COCH;4

Figura 36. Estructuras 22-oxocolestanicas seleccionadas para realizar el disefio de nuevos PCVE.

Las estructuras de los ligandos fueron construidas en 2D con el software Schrdodinger Maestro [44]
y se prepararon con el médulo LigPrep, mediante la minimizacion de energia con el campo de
fuerzas OPLS4 [45]. Los estados de protonacion de los compuestos modelados fueron ajustados
al pH fisioldgico de plantas (pH 6.5), mediante las rutinas Epik [46] y Glide v.XX [47], de la suite
de Schrodinger.

Los receptores seleccionados BRI1, BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1 (c6digos PDB: 3RGZ [28],
AMTE y 4LSX [38], respectivamente) [48] fueron preparadas con ayuda del médulo “Protein
Preparation Wizard” [49], para preparar los receptores se eliminé el agua, se indicaron condiciones
fisiolégicas de pH y temperatura.

Se evaluaron in silico 1247 estructuras 22-oxocolestanicas, los célculos de las energias de
acoplamiento molecular (EA, en kcal/mol) entre ligando-proteina fueron realizados utilizando el
programa Glide [47]. Los resultados de interacciones espaciales y particulares, con residuos
aminoacidicos de cada proteina, se visualizaron empleando la plataforma Schrédinger Maestro
[44].
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Se determind la importancia de cada descriptor evaluado mediante andlisis estadistico. Se utilizo
la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis [50], dada la no normalidad de los datos determinada
con la prueba Anderson-Darling [41]. Se compard el nivel energético de los ligandos 22-
oxocolestanicos asociados al receptor BRI, y a los complejos BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1. Se
determind si los ligandos son analogos de brasinoesteroides (BR) al examinar el sitio de unién'y
las interacciones con los residuos aminoacidicos. Los BR de referencia fueron brasinolida,
epibrasindlida y castasterona.
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CAPITULO 2. Sintesis y caracterizacion

|



2.1 Antecedentes
2.1.1 Aperturas del espiroacetal espirostanico

Llevar a cabo una sintesis sin ninguna idea de si el cambio es benéfico o no para lograr
actividad biolégica no es aconsejable. En la actualidad es posible disminuir esta
incertidumbre con el empleo de herramientas bioinformaticas que permiten predecir el
potencial de ligandos con una diana de interés [51]. El analisis de moléculas con actividad
anticancerigena muy potente conllevé a determinar que introducir un grupo carbonilo en C-
22 de una estructura colestanica es relevante. Asi, en nuestro grupo de investigacion se han
sintetizado diversas estructuras 22-oxocolestanicas que han tenido alta actividad como
anticancerigenos, antiflngicos, antiinflamatorios y otros, concluyendo que un grupo
carbonilico en compuestos colestanicos deviene un farmacdforo importante [52], [53].

Dentro de los primeros estudios realizados por Marker estaba la busqueda de rutas de sintesis
que derivaran en progesterona, en este camino, reportd la obtencion del intermediario
pseudosarsasapogenina 44 al tratar sarsasapogenina 43 con anhidrido acético a 200°C, con
un rendimiento del 70% como se muestra en el Esquema 1 [54].

200°C, 10 h
P ——
2)"OH

HO

H H

Esquema 1. Transformacion de sarsasapogenina.

Una vez lograda la sintesis de progesterona, fue de gran interés para otros investigadores
optimizar la apertura regioselectiva del anillo F, el incremento del rendimiento de esta
reaccion no se logrd, pero si obtenerla a menor temperatura, a 130 °C sin emplear presiones
elevadas. Una alternativa de esta metodologia fue la obtencion de estructuras
pseudosapogeninicas con un haldgeno en carbono 26, el derivado clorado 45 se obtuvo con
93% de rendimiento mientras que el yodado 46 solo con 50% [55], [56], a una temperatura
de 140°C (Esquema 2).
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Ph;P /X, /base
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140°C.0.5h

(46) X=Cl
@7y X=1

HO HO

==t 111D

H

Esquema 2.Formacién de pseudosapogeninas halogenadas en C-26.

En 2006, Lopez y colaboradores reportaron la apertura selectiva del anillo F de acetato de
sarsasapogenina 48 (Esquema 3), el cual se logré con el tratamiento oxidativo de 48 para
poder introducir una cetona en el carbono 23 que en medio &cido propicio dicha apertura,
finalmente con una ciclacion interna se obtuvo un sistema bifuranico 49 hidroxilado en C-22
y C-23 [57].

jon
O

“\\\\\\\\

NaNO, / BF;*OEt,
AcOH agq.

(48)
AcO

AcO

H

Esquema 3. Formacion de cadena lateral bifuranica.

Hamid y colaboradores realizaron la apertura del anillo F (espiroacetal) de acetato de
diosgenina 50, la cual primero fue acetilada en C3 para evitar que esta tuviera alguna
modificacion no deseada; la apertura se realizé en medio acido para obtener una cadena
colestanica con el alcohol terminal (C-26) el cual se oxido a su aldehido correspondiente y
posteriormente mediante una ruptura oxidativa se obtuvo la cetona en C-25 (Esquema 4). Los
compuestos fueron evaluados en lineas de cancer y demostraron una alta actividad, en
especial el derivado 51 con la induccién de apoptosis. También fueron evaluados in silico,
estudio para el cual se emplearon como dianas la caspasa-3 y caspasa-9 relacionadas a la via
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de apoptosis. Finalmente reportaron la toxicidad de 51 que a 1000 mg/kg no presentaron
efecto toxico [58].

‘,\\\\\“\
“\m\\\\

AcOH, NaCNBH;
_
Tamp, 5 h, 81%

(1)

AcO
PCC, DCM seco
o reflujo, 1 h, 91%

i
. ..\\\\\\\

EtOH, anilina sustituida
-
Tymp, 2 h, 66.84%

AcO
AcO

Esquema 4. Ruta de sintesis de nuevos agentes anticancerigenos via de apertura del espiroacetal de
diosgenina 55.

Generalmente en investigacion los grupos tienen lineas especificas de trabajo, actualmente
se presenta mas la diversificacion sobre todo en campos de aplicacion, y esto es algo que se
ha destacado principalmente en este capitulo con las metodologias reportadas de apertura de
espiroacetales. Considerando lo anterior, se retomaron varios estudios, iniciamos con el
trabajo de investigacién de Morzycki y colaboradores, quienes en 2015 reportaron la apertura
regio y estereoselectiva de esteroides 22-oxo-23-espiroacetalicos mediante reacciones
catalizadas con BFz*OEt2 y en otro estudio con TiCls. Trabajaron con los derivados de acetato
de diosgenina 50, hecogenina 54, tigogenina 55 y botogenina 56, para la etapa de apertura de
la piranona (los 22-oxo-23-espiroacetalicos) utilizaron anhidrido acético, BFz*OEt> como
catalizador, DCM a temperatura ambiente (Esquema 5) para dar con los derivados con el
anillo F abierto en rendimientos del 61-82% [59], [60].
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BF,* OEt, /Ac,0
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CH,Cl,
1.5 h, Tymp
AcO AcO
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(50) Y,Z=A>, X= CH,, 25R (57) Y,Z=A>, X= CH,, 25R

(54) Y=5a-H, Z=H, X= (C=0), 25R (58) Y= 5a-H, Z=H, X= (C=0), 25R
(55) Y= 5a-H, Z=H, X= CH,, 25R (59) Y= 5a-H, Z=H, X= CH,, 25R
(56) Y=A’, X= (C=0), 25R (60) Y=A’, X= (C=0), 25R

Esquema 5. Apertura regioselectiva de esteroides 22-oxo-23-espiroacetalicos.

Los derivados esteroidales espirostanicos han demostrado un gran potencial biolégico, por
lo tanto, en el grupo de Erdagi y Yildiz en 2022, sintetizaron compuestos de este tipo que
contenian atomos de nitrégeno en su estructura y evaluaron la viabilidad celular y la actividad
antiproliferativa en células de cancer de pulmén y mama. Ellos utilizaron como materia prima
la diosgenina 61 y con la apertura reductiva del anillo F obtuvieron el derivado 62.
Posteriormente, el OH de la cadena colestanica lo tosilaron para generar un buen grupo
saliente y favorecer la insercion del nitrégeno (Esquema 6) [61].

Ry

",
7,
7o

0
TsCl, piridina
12 h, 80%

LiAlH,, AICl; Et,0
15 min, 65% (63) R;=Ts, Ry= OTs

(64) R,= H, R,= OTs

(61)
HO'

HO' R,0

Esquema 6. Sintesis de furostanos modificados en el anillo F.

Zhangy colaboradores en 2022 realizaron un estudio de disefio y sintesis de nuevos derivados
a partir de la apertura del espiroacetal de diosgenina, incluyendo 24 compuestos acetilados y
8 nitrogenados, este trabajo resulto relevante en cuanto a la aplicacion, ya que el disefio se
fundamentd en el potencial de los compuestos esteroidales de cadena abierta obtenidos por
Erdagi; primero acetilaron el C-3 de diosgenina 61 para evitar subproductos que no eran de
interés, posteriormente generaron el alcohol terminal 65 reportado por Erdagi (sin la previa
acetilacion en C-3), utilizando cianoborohidruro de sodio en medio &cido, después fue
tosilado para obtener 66, a este le insertaron heterociclos y cadenas que contenian nitrégeno,
derivados 67a-f que con hidrolisis en medio basico regresaron a tener OH en C-3 68a-f
(Esquema 7) y fueron evaluados como potenciales antiinflamatorios [62].
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Esquema 7. Ruta de sintesis de derivados de diosgenina.

Como se ha descrito en este capitulo la regioselectividad de apertura del espiroacetal varia
dependiendo del acido de Lewis utilizado, lo mismo ocurre al abrir el anillo E en conjunto
con el F, esto ha sido un area de interés para los grupos de investigacion de Santillan y
Sandoval-Ramirez, quienes han reportado esta apertura en sapogeninas de la serie 25R y 25S,
por ejemplo, cuando utilizaron BFs*OEt, en medio acido con diosgenina y hecogenina (de la
serie 25R) se favorecio la formacién de los derivados epoxicolestenos con alta
estereoselectividad, en cambio con sarsasapogenina (25S) los productos fueron una mezcla
de epoxicolesteno y furosteno [63], [64].

Con el objetivo de ampliar la aplicacion de estas reacciones en sapogeninas, Santillan reporto
a inicios de este afio la apertura de esmilagenina 69 (Esquema 8) de la que se obtuvo en
mayor rendimiento el epoxicolesteno 70, dos derivados furosténicos: el diacetilado en C-20
y C-23 71 con un rendimiento del 20%, y en mucha menor proporcion (trazas) el furosteno
72 acetilado solo en C-23, con este trabajo también reportaron la identificacion de un nuevo
derivado, el 73 caracterizado como epoxicolesteno S-orientado (20R) [65].
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H

Esquema 8. Apertura de anillos E y F en esmilagenina.

2.1.2 Sintesis de compuestos 22-oxocolestanicos

Tomando en cuenta condiciones especificas la metodologia anterior se ha reportado para la
obtencidn de derivados 22-oxocolestanicos de diferentes sapogeninas, actualmente se pueden
encontrar multiples reportes de grupos de investigacion abordados anteriormente, la
diferencia entre ellos radica en los tiempos de reaccion, la temperatura a la cual se lleva a
cabo o la relacion molar entre la mezcla de Ac20/ BFz*OEt2 con la sapogenina de estudio.

Existen también multiples aplicaciones de actividad biologica para los 22-oxocolestanos, en
algunos casos resultan como intermediarios de rutas de sintesis de otros derivados de interés
bioldgico. A continuacion, se presentan las estructuras reportadas y las caracteristicas que se
reportan en diferentes metodologias (Tabla 11).
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Tabla 11. Resumen de derivados 22-oxocolestanicos como productos de interés para evaluacion

bioldgica o intermediarios.

Derivado 22-oxocolestano Condiciones Actividad
de reaccion biolégica
(0]
H OAc Ac,0,
£ Et,0BF3 Fueron
OAc De 0a-5°C | disefiados como

(2) X: A%, Y: H, Z: HH, (25R)
AcO

(74) X: aH, Y: H, H, Z: O, (25R)
(75) X: BH, Y: H, H, Z: H, H, (255)

70-87% [66]

anélogos del
anticancerigeno
OSw-1

OAc

(1) X: A%, Y: H, Z: HH, (25R)

AcO
(76) X: aH, Y: H, H, Z: O, (25R)

OH

(77) X: A%, Y: H, Z: H.H, (25R)

A0 (78) X: oH, Y: H, H, Z: O, (25R)

(79) X: A%, Y: H, Z: HH, (25R)

AcO
(80) X: aH, Y: H, H, Z: O, (25R)

OH

OH

ACzO,
Et2O<BF3
a0°C
86% [52],
[67], [68],
[69]

Intermediario
para
anticancerigeno
en lineas de
cancer
cervicouterino:
HelLa, CaSki y
ViBo
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Continuacion Tabla 11. Resumen de derivados 22-oxocolestanicos como productos de interés para
evaluacion biolégica o intermediarios.

Derivado 22-oxocolestano Condiciones Actividad
de reaccion biolégica
(6]
T OH
AcO Y OH
AcO
Y OH
OAc Ac;0, Promotor de
ACO///I/ . .
Et,0-BFs | crecimiento
. a0°C vegetal en var.
W
AcOY 85%, 83%y | de arroz
0 66% mexicano,
De la apertura se obtuvieron los compuestos 1y 70 y en el [42], [43] usando la
hidroxilo en C26 se realizaron sustituciones y finalmente una prueba de
reduccion para obtener los compuestos evaluados: inclinacion de
O lamina de
arroz

(84) X: A°, Y: H, Z: H.H, (25R) 95%
X (85) X: oH, Y: H, H, Z: O, (25R) 94%

AcO
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Continuacion Tabla 11. Resumen de derivados 22-oxocolestanicos como productos de interés para
evaluacion biolégica o intermediarios.

Derivado 22-oxocolestano

Condiciones de

Actividad biol6gica

reaccion
Compuesto 1
Del que se pueden obtener las oximas siguientes:
OH
O N/
Ac,0, Actividad
EtoO<BF3 antiinflamatoria in
a0°C vivo en modelo de
(86) R: OAc, 25R [53] inflamacion de oreja

(87) R: OAc, 258
(88) R: OH, 25R
(89) R: OH, 255

0O

de ratén
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2.2 Discusion de resultados

La obtencion de los candidatos 22-oxocolestanicos se llevé a cabo mediante metodologias
disefiadas por analisis de retro-sintesis. Se partio del producto de interés y asi se selecciono
a las materias primas pertinentes y las modificaciones necesarias. En la Esquema 9 se
presenta el esquema de reaccion de los derivados a evaluar, teniendo como base al derivado
1 26 hidroxilado para la obtencidon del 26 acetilado 2, 26 aldehido 3y 26 &cido 4.

OAc

OAc

2 (71.13%)

AcO

ACzO
DMAP, CH,Cl,

///// ",

OAc
OAc

R. Jones
0 Ar, CH2C12
1 (40%) 4 (70%)
AcO
AcO
PCC o) (0]

CH,Cl,

OAc

3 (63%)

AcO

Esquema 9. Esquema de reaccion para la obtencion de los derivados de diosgenina.

Existe una gran variedad de esteroides espirostanicos naturales a partir de los cuales se
pueden obtener esta serie de derivados 22-oxocolestanicos, entre ellos la diosgenina, ha sido
ampliamente utilizada y modificada con la finalidad de incrementar su potencial biolégico.
En el capitulo de estudio in silico se abord6 a los derivados de diosgenina, considerando en
primera instancia la funcionalidad y su facilidad para modificarla, y de esta forma obtener
promotores de crecimiento vegetal.
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Figura 37. Estructura de diosgenina 61.

Se seleccion6 diosgenina (Figura 37) como materia prima para la obtencion del derivado 26
hidroxilado 1. Las reacciones realizadas generaron cambios puntuales en la estructura, las
cuales fueron debidamente caracterizadas. Para diosgenina la mayoria de las sefiales en el
espectro de RMN de *H se ubican entre 1.0 y 2.0 ppm Yy resultan de gran interés los protones
cercanos a grupos electronegativos.

En el espectro de RMN de H (Figura 38), a 5.35 ppm, se observa la sefial a mayor frecuencia
como un dt con dos constantes de acoplamiento iguales, por lo que en realidad es un ddd
correspondiente al proton vinilico H-6 (Figura 39a) que interacciona con los protones de C-
7'y el H-4eq debido a la cercania de estos por el doble enlace en C5, a 4.41 ppm se encuentra
la sefial de H-16 como un ddd debido a las interacciones con el proton de C-17 y los dos de
C-15. En 3.53 ppm se observa una sefial dtd correspondiente a H-3 (Figura 39b), seguido de
las sefales de los protones diasterotopicos de C-26 en 3.47 y 3.38 ppm de H-26eq y H-26ax
respectivamente, estas Ultimas tres sefiales se encuentran ligeramente traslapadas debido al
ambiente quimico similar en el que se encuentran estos protones (Figura 39c). A regiones
menores se observa la sefial de H-4ax y H-4eq a 2.30 y 2.23 ppm respectivamente, a 1.86
ppm H-20, la sefial de H-25 se observa a 1.59 ppm como una sefial multiple ya que se
encuentra traslapada con la sefial de otros protones. Otras sefiales importantes debido a los
cambios puntuales a realizarse son las de los protones de 2, 7, 17, 23 y 24 que se encuentran
traslapadas en el intervalo de 1.1 a 2.0 ppm (Figura 39d).
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Figura 38. Espectro de RMN H de diosgenina (50) a 500 MHz.
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Figura 39. Expansiones de sefiales de interés del espectro de H.



Para corroborar las modificaciones, también se utilizd el espectro de RMN de *C-APT
(Figura 40), en el cual se observan las 27 sefiales de carbonos que contiene la molécula,
siendo las de referencia las correspondientes al carbono cuaternario C-5 en 140.8 ppm que
debido a la presencia del doble enlace aparece a frecuencia alta sequido de la sefial del
carbono vecino, C-6, en 121.4 ppm. En 109.3 ppm se observa la sefial que corresponde a C-
22 espiroacetalico, esta sefial sirvid para corroborar la apertura del espiroacetal en las
modificaciones posteriores. Las sefiales de C-16, C-3 y C-26 se observaron en 80.8, 71.7 y
66.8 ppm respectivamente, todos bases de oxigeno. A 41.6 ppm se observa la sefial de C-20,
el cual se encuentra cercano al anillo espirostanico y la sefial de C-25 que se encuentra dentro
de este anillo a 31 ppm. Finalmente, en la region de 14 a 20 ppm se pueden apreciar las
sefiales de los metilos de C-19, C-27, C-18 y C-21 en 194, 17.1, 16.2 y 145 ppm
respectivamente.

26

)
22

27
25 18

| ]} HM.L [

AT 0 0 | T Hil Vi Ul
Y e | W ™

19 21

b i )MWMWD’WH

140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1C
f1 (ppm)

Figura 40. Espectro de RMN C-APT de 61 a 125 MHz.

Los protones 4ax, 4eq y de 7 se asignaron a traves de su correlacion con H-6 que se puede
observar en la expansion del HMBC (Figura 41), se aprovecho la diferencia entre los protones
de 4 (ax, eq) y 7 que, aunque ambos correlacionan con H-6 no correlacionan entre ellos y ya
que los dos protones de 7 son equivalentes no hubo interaccion entre orientaciones como es
el caso de H-4, que presenta la correlacion entre H-4ax y H-4eq.
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Figura 41. Expansion del espectro de RMN HMBC de diosgenina.

En la Figura 42 se presenta la expansion del espectro HMBC con la cual se asignaron las
regiones del proton de 20, los de 21 se corroboré que fuera esa su sefial; otra region asignada
fue de 1.55 a 1.7 ppm donde se encuentran los dos protones H-23 y los H-24 designadas a
través de su correlacion con C-22 base de carbonilo, que como se describio previamente se
desplaza a mayores frecuencias. Con ayuda de las correlaciones para C-17 se corroboré la
asignacién de H-20 a 1.85 ppm ya que se encuentran a dos enlaces de distancia.

Una vez definidos los protones mencionados anteriormente, con ayuda de una expansion del
espectro de HSQC (Figura 43) se asignaron sus carbonos correspondientes, con lo que se
regreso al espectro HMBC y se buscaron las correlaciones para C-26 y C-24 y asi encontrar
que la region que contiene H-25 es a 1.5 ppm y con esto correlacionar al C desplazado a 31

ppm.
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Figura 43. Expansion del espectro de RMN HSQC de diosgenina.

En el Esquema 10 se observa la formacidn de 1 que se obtuvo mediante la apertura del anillo
E y el espiroacetal de diosgenina 61, la cual se llevo a cabo utilizando un &cido de Lewis
(BFz*OEt,) que cataliza la formacion del i6n oxonio y esto da lugar a la proteccion del
oxigeno en C-16 con un grupo acetato, al igual que con el grupo hidroxilo en C-3.
Posteriormente se adiciond0 EtsN a la reaccion dando pie a la formacion del anillo
dihidropirano que se le realizo in situ hidrolisis en medio acido con HCI al 10% para la
apertura de este anillo y obtener la cadena 22-oxocolestanica-26-hidroxilada. Sin embargo,
1 no es el producto mayoritario (40%) pues se presentan ciertas desventajas que afectan el
rendimiento de la reaccion y también se obtiene el derivado sustituido con acetato en C-26
en buena proporcion, esto por la presencia de anhidrido acético en el medio, cuyos C base de
carbonilo son susceptibles a un ataque por parte del alcohol en C-26. Otro factor en su
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rendimiento es la conversion de 61 en la molécula con el i6n oxonio. Es por esto, que al no
ser un producto Unico fue necesaria su purificacion en columna de cromatografia, la cual se
realiz6 empleando como fase movil sistema hexanos/acetato de etilo con incrementos de
polaridad con la finalidad de aislar 1 del crudo de reaccién, el cual fue analizado con RMN
para determinar su pureza y corroborar la obtencion del producto deseado.

o

“ ‘\\\\\\\

l.a,2.b,3.¢c OAc

HO AcO

(a) Ac,0, BFyOEt,, CH,Cl,, 0-5 °C, 15 minutos; (b) trietilamina, -20°C, 20 minutos; (c) hidréxido de amonio, Tamb.

Esquema 10. Sintesis para la obtencion de 1 a partir de diosgenina.

La obtencion de 1 se corroboré por elucidacion por comparativa con la caracterizacion de 61
tomando las sefiales de referencia antes descritas. Al realizar la apertura del espiroacetal y
generar la cadena lateral les confiere mayor libertad a los protones, esto ocurre con los H-26
que se pueden observar en la expansion del espectro de RMN de *H en la Figura 45 como
una sola sefial a 3.43 ppm que al tener libre giro se detectan como uno mismo, tras la
modificacion C-3 ahora es base de acetato asi como C-16 cambiando su ambiente quimico
por lo que la sefial de sus protones se desplazan a frecuencias mayores por la deficiencia
electrénica, H-3 a 4.60 ppm y H-16 a 4.99 ppm (Figura 44). Otra sefial que se ve desplazada
por el ambiente quimico es H-20 a 2.96 ppm que paso de ser carbono vecino del espiroacetal
a carbono vecino del carbonilo (C-22), el cual le retira mayor densidad electronica causando
una mayor desproteccidon, a pesar de la apertura del espiroacetal y que C-26 se encuentra
sustituido por hidroxilo H-25 no se ve afectado por estos cambios conservando su sefial en
1.59 ppm. Como se menciond C-3 y C-6 presentan sustitucion por grupo acetato, lo que
implica la presencia de dos nuevas sefiales correspondientes a sus CHs las cuales se observan

como s que integran para 3H cada una, a 2.1 ppm y 1.97 ppm CHz-16” y CHz-3”
respectivamente.
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Figura 44. Espectro de RMN 'H de 1 a 500 MHz.
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Figura 45. Expansion de la sefial de H-26 del espectro de RMN 'H de 1.

En la estructura podemos observar que el doble enlace no se ve afectado y esto a traves del
espectro se corrobord con la sefial del protén vinilico H-6 a 5.36 ppm el cual no presento
desplazamiento con respecto al de su materia prima, a frecuencias menores podemos observar
las sefiales de los grupos metilo cuyo desplazamiento es minimo debido a la apertura del
espiroacetal, CH3-19 en 1.02 ppm, CH3-21 en 1.14 ppm y CH3-18 en 0.87 ppm y CH3-27
en 0.97 ppm.
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En el espectro de RMN de *C-ATP (Figura 46) podemos observar el desplazamiento de la
sefial de C-22 ahora base de carbonilo a una frecuencia mayor a 213.7 ppm, se observan 4
sefiales nuevas que corresponden a los carbonos de acetato, cada grupo posee uno base de
carbonilo que se encuentra a frecuencias altas y uno de metilo a frecuencias menores, en
170.6 y 169.9 ppm se encuentran C-3’ y C-16’, en 21.5 y 21.2 ppm CHz-16” y CH3-3”
respectivamente, ademas por la presencia de estos grupos C-16 y C-3 se ven ligeramente
desplazados a 75.7 y 73.8 ppm. Con la apertura del espiroacetal C-20 ahora es vecino de un
carbonilo por lo que tiene un ligero desplazamiento a 43.5 ppm, lo mismo ocurre con C-25
que se desplaza a 35.5 ppm. También podemos observar que los C-5 y C-6 vinilicos no
presentan desplazamiento ya que no se ven afectados por las modificaciones dejando sus
sefiales en 140 y 122 ppm. C-26 paso de ser CH> dentro de un anillo a uno de cadena lineal
lo que le confiere menor rigidez lo cual se ve reflejado en un desplazamiento minimo, a 68
ppm. Finalmente, en el intervalo de 10 a 20 ppm se observan las sefiales de los metilos.

21
3"27

25 19
18

(W) H A JJ 1 “‘
"

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Figura 46. Espectro de RMN C-APT de 1 a 125 MHz.

Al determinar que el derivado obtenido fue el esperado se realizaron las modificaciones
pertinentes a partir de éste para obtener los potenciales PECV 1-4 de tipo 22-oxocolesténicos.
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La obtencion de un éster a partir de un alcohol se lleva a cabo a traveés de metodologias
conocidas como esterificacion, para la obtencion especifica de 2 se utiliza anhidrido acético
ya que lo que se busca es adicionar un grupo acetilo y haciendo uso de DMAP como
catalizador de este proceso (Esquema 11). El crudo de reaccion fue purificado por columna
cromatogréfica usando sistema hexano/acetato de etilo como eluyente. El producto fue
analizado por RMN de 'H y *3C para corroborar su pureza y caracterizado por comparativa
con respecto a su materia prima 1.

OAc

OAc OAc

Ac,0, DMAP
_—
Tamb

AcO AcO

Esquema 11. Sintesis del PECV 2.

En la Figura 47 se observa el espectro de RMN de H de 2 donde solo la sefial de los protones
H-26 presentan un desplazamiento significativo ya que aparecen a 3.90 ppm debido al efecto
del grupo éster, las sefiales de H-3 a 4.51 ppm y H-16 a 4.90 ppm se mantienen en la misma
zona del espectro comparado con la materia prima de este producto ya que los grupos acetilo
presentes no se ven alterados. Otra sefial que no se ve desplazada por el ambiente quimico es
H-20 a 2.96 ppm y H-6 a 5.30 ppm de protdn vinilico indicativo de la presencia del doble
enlace entre C-5y C-6. Las sefiales de los metilos presentes en 1 no se ven alteradas, pero si
observamos la presencia de una nueva sefial s en 1.95 ppm de los protones de metilo del
acetilo del éster.
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Figura 47. Espectro de RMN 'H de 2 a 500 MHz.

En el espectro de RMN de *C (Figura 48) se observa el desplazamiento de la sefial de C-22
base de carbonilo a una frecuencia mayor a 213.7 ppm, dos sefiales nuevas, una en 171.5
ppm ubicada antes de los carbonilos de los acetatos en C-3 'y C-6 (170.6 y 169.9 ppm) y que
corresponde al del acetato que se forma en C-26, y la otra sefial a frecuencias menores, en
21.5 CH3-26". C-25 no sufre un desplazamiento significativo y se observa a 35.5 ppm.
También podemos observar que los C-5y C-6 vinilicos no presentan desplazamiento ya que
no se ven afectados por las modificaciones dejando sus sefiales en 140 y 122 ppm.
Finalmente, en el intervalo de 10 a 20 ppm se observan las sefiales de los metilos incluyendo
el del metilo del éster en C-26.
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Figura 48. Espectro de RMN C-APT de 2 a 125 MHz.
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Esquema 12. Sintesis del PECV 3.

La oxidacion de alcoholes es capitulo de la quimica organica que se encuentra ampliamente
desarrollada, actualmente existen catalogos de agentes oxidantes que pueden ser empleados
dependiendo de hasta qué punto se busca la oxidacion del alcohol o la clasificacion del
mismo, algunas opciones de agentes de bajo poder oxidativo para la obtencién de aldehidos
son el dicromato de piridinio (PDC) y el TEMPO que al ser oxidantes débiles los alcoholes
primarios son transformados a aldehidos Unicamente. La desventaja de estos ante otra opcion
como el clorocromato de piridinio (PCC) son los costos, la adquisicion de 5.0 g de PDC es
equivalente a 25.0 g de PCC es por este motivo la seleccion del PCC como agente para la
oxidacion de 1 a 3 (Esquema 12).

La purificacion del derivado se realizé en columna cromatografica y como eluyente se utilizé
sistema hexanos/acetato de etilo, la pureza de 3 se analizé mediante RMN vy se realiz6 su
caracterizacion por comparativa corroborando los cambios esperados en 25 y 26 ya que €s
donde se modifica la estructura de 1.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 49) se observa una sefial simple a 9.52 ppm
correspondiente a H-26 que corrobora la oxidacion a aldehido, las sefiales a 4.60 y 4.99 ppm
son de los protones H-3 y H-6 respectivamente que no sufren un desplazamiento significativo
ya que éstas no se ven afectadas por el agente oxidante, asi como las sefiales de los metilos
de acetato de estas posiciones, 2.10 ppm para CHs-16” y 1.97 ppm para CHz-3”, a 2.27 ppm
se desplaza H-25 debido a la desproteccidn que le genera el grupo carbonilo de aldehido en
C-26, las sefiales de los metilos CHs-18, CHs-19, CH3-21 y CH3-27 se encuentran en el
intervalo de 0.7 a 1.3 ppm ya que solo el ultimo se ven ligeramente desplazado por la
presencia del aldehido. Finalmente, la sefial de H-6 a 5.30 ppm permite asegurar que el doble
enlace no sufrio cambio por el agente oxidante durante la reaccion.
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Figura 49. Espectro de RMN H de 3 a 500 MHz.

En el espectro de RMN de *C-APT (Figura 50) se observa a poco mas de 210 ppm C-22 el
cual es base de carbonilo y permanece ya que se encuentra en su mayor grado de oxidacion,
a continuacion se aprecia la sefial de C-26 que se desplaza a una mayor frecuencia, ahora
aparece alrededor de 205 ppm desplazamiento ocasionado por la desproteccion de ser base
de carbonilo de aldehido, cuyo efecto también modifica la sefial de C-25 la cual se encuentra
en 45.7 ppm ya que el carbonilo le retira densidad electronica. Un indicativo mas de que el
doble enlace no se modificd con la oxidacion es la presencia de la sefial de C-5 en 140 ppm
y C-6 en 122 ppm ambos carbonos vinilicos. Las sefiales de los grupos metilo de la estructura
no se ven modificadas.
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Figura 50. Espectro de RMN C-APT de 3 a 125 MHz.
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Esquema 13. Sintesis del PECV 4.

La obtencion de acidos carboxilicos a partir de alcoholes es un proceso ampliamente
estudiado por la quimica organica, es por ello por lo que actualmente se cuenta con una gran
variedad de reactivos con los que se pueden llevar a cabo oxidaciones, se busca que ésta sea
selectiva, es decir que el agente oxidante Unicamente lleve a cabo la oxidacién del alcohol en
este caso, y no afecte algin otro grupo de la estructura. Algunos de los agentes oxidantes
mayormente empleados son el permanganato de potasio (KMnQs) pero también tiene la
capacidad de alterar dobles enlaces, por este motivo se descartd su uso. Existe la posibilidad
de realizar la oxidacion a acido con PDC empleando un disolvente que ayude al proceso,
pero esto implica mayores costos. Finalmente, de entre las opciones consideradas tenemos al
triéxido de cromo, el cual se emplea en disolucion con acido sulfarico, lo que comdnmente
se conoce como reactivo de Jones, el cual es un agente oxidante fuerte y logra la conversion
deseada, no afecta al doble enlace presente en la molécula y estos reactivos son ampliamente
utilizados tanto en laboratorios como en la industria. Por estos motivos la obtencién del
derivado 4 se realiz6 mediante la oxidacion de 1 con reactivo de Jones (Esquema 13).

La purificacion del derivado se realizé en columna cromatografica y como eluyente se utilizé
sistema hexanos/acetato de etilo con variacion de polaridades, la cual se cambiaba con los
resultados del seguimiento en CCF. La pureza de 4 se analiz6 mediante RMN y se realizé su
caracterizacion que se puede observar en el espectro de RMN de *H en la Figura 51.
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Figura 51. Espectro de RMN *H de 4 a 500 MHz.

La oxidacion del alcohol 1 al acido 4 estructuralmente solo cambia en que ahora C-26 es
carbonilo de &cido carboxilico, en el espectro por la presencia de este grupo algunas sefiales
presentan desplazamientos, como H-25 el cual en el espectro de RMN de *H se observa en
2.48 ppm ya que al estar a 2 enlaces de ese carbono le provoca desproteccion moviendo su
sefial a frecuencias mayores. Al momento de oxidar C-26 este perdié sus protones por lo
tanto su sefial no se observa en el espectro, los acetatos de C-3 y C-16 no pueden ser oxidados
a un grado mayor por ese motivo las sefiales de todos los carbonos que lo conforman no
presentan desplazamiento. Una de las inquietudes al elegir el agente oxidante es que no debe
afectar al doble enlace en C-5y C-6, cuya permanencia se corrobora con la sefial en 5.4 ppm
correspondiente al protdn vinilico. Asi mismo podemos observar a las sefiales de los metilos
de 0.8a1.2 ppm.
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Figura 52. Espectro de RMN BC-APT de 4 a 125 MHz.

En el espectro de RMN de 3C (Figura 52) se observa a poco mas de 210 ppm C-22 el cual
es base de carbonilo y permanece ya que se encuentra en su mayor grado de oxidacion; la
sefial de C-26 la cual se desplaza a una mayor frecuencia, ahora aparece alrededor de 180
ppm desplazamiento ocasionado por la desproteccion de ser carbono de &cido, cuyo efecto
también modifica la sefial de C-25 la cual se encuentra en 38.5 ppm ya que el carbonilo le
retira densidad electrénica. Un indicativo mas de que el doble enlace no se modifico con la
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oxidacion es la presencia de la sefial de C-5 en 140 ppm y C-6 en 120 ppm ambos carbonos
vinilicos. Las sefiales de los grupos metilo de la estructura no se ven modificadas.
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2.3 Metodologia

¢ Punto de fusion
Los puntos de fusion fueron determinados en un equipo ESEVE, de placa.
+ Rotacion optica

La desviacion optica fue medida en un polarimetro PerkinElmer modelo 341 con celda de 10
cm de longitud y una longitud de emision de 589 nm a temperatura constante de 25 °C, en
solucion con cloroformo y se presenta como rotacion dptica especifica.

¢+ Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 500 MHz se obtuvieron en el equipo
Bruker para la obtencion de experimentos de 1D (*H, *3C y DEPT) y 2D (COSY, HMBC,
HSQC), utilizando cloroformo deuterado como disolvente con tetrametilsilano como
referencia interna.

Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm (), las constantes de acoplamiento (J) se
expresan en Hertz (Hz).

¢+ Espectroscopia de infrarrojo

Para la obtencién de los espectros de IR se utilizd un equipo Agilent Cary 630 FTIR, con
interfases ATR con punta de diamante para solidos, la ubicacién de las bandas de
transmitancia se expresa en niimero de onda v (cm).

% Cromatografia en capa fina

Para la cromatografia analitica en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales de gel de
silice grado 60 de 0.2 mm de espesor TLC Silica gel 60 F2s4 de Sigma-Aldrich, Alemania y
como fase movil sistemas de elucion de hexano/ acetato de etilo. El revelado se realizé por
tratamiento con &cido sulfarico al 50% con posterior calcinacion de las placas.

+ Cromatografia en columna

Para la cromatografia en columna, se empled gel de silice de 230-400 mallas MN Kieselgel
60 de Macherey-Nagel, Alemania, de acuerdo con la técnica “flash” utilizando un sistema de
eluyente de hexano/acetato de etilo con polaridad creciente.
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Figura 53. Estructura de 61.

Formula molecular: C27H4203, P.M.: 414.62, Polvo amorfo, p.f. 199-200 °C, aD = -126 °
(CHCls, ¢ =1.0), IR: 3650 cm™ (OH), 2869 cm™ (CHj3, alifatico), 1374 cm™ (C-O).

RMN 1H: §: 5.35 (1H, dt, Jo-7= 5.4, Je-4= J6-8=2.0 Hz, H-6), 4.41 (1H, ddd, Ji6-15a=7.6 Hz, Ji6-
15e = 6.4 Hz, J16-17= 8.7, H-16), 3.52 (1H, m, H-3), 3.48 (1H, m, H-26e), 3.37 (1H, dd, Jgem= J26a-
252=10.8Hz, H-26a), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21-20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27-
25=6.4 Hz, CHz3-27), 0.79 (3H, s, CHzs- 18).

RMN 13C: 8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 32.0 (C-
7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8
(C-15), 80.8 (C- 16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-
22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).

Figura 54. Estructura de 1.

A unasolucion de 1.0 g (2.41 mmol) de diosgenina 50 en 10 mL de CH2Clz a 0 °C se adiciond
una mezcla equimolar (24.33 mmol) de anhidrido acético (2.33 mL) y Et,O*BF3 (3.0 mL) a
la misma temperatura y se dejé con agitacién durante 10 minutos antes de adicionar EtsN (4
mL, 28.70 mmol) a -30 °C, la agitacion continuo6 por 20 minutos mas (a 0 °C), finalmente se
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adicionaron 2 mL de NH4OH. La mezcla de reaccion se paso por percolativa con gel de silice
y se extrajo con CH2Cl», el cual fue lavado con una solucidn saturada de NaHCO3z (2x25 mL)
y posteriormente con agua destilada (3x25 mL). Se realizé hidrdlisis con &cido clorhidrico
1.2 N durante 10 minutos en bafio ultrasonico, se evaporo el disolvente a presion reducida.
Se purifico por cromatografia en columna con gel de silice usando un sistema de
hexano/acetato de etilo (7:3), se obtuvieron 480.70 mg (40%) de 1.

Caracterizacion

Férmula molecular: C27H4203, P.M.: 216.72, Polvo amorfo, p.f. 178 °C, aD = +6.1 ° (CHCl3,
¢ =1.0), IR: 3450 (OH), 2935 cm* (alifaticos) 1725 cm™ (C=0, carbonilos), 1236 cm™ (O=C-
O, éster).

RMN H (CDCls, 500 MHz) §: 5.29 (1H, dd, Je-7= 4.5 Hz, J6-4=2.7 Hz, H-6), 4.99 (1H, dd, J16-
15a =7.6 Hz, Ji6-15¢ = 6.4 Hz, Ji6-17= 8.7, H-16), 4.60 (1H, m, H-3), 3.43 (2H, d, J26-25=5.9 Hz,
CH2-26), 2.96 (1H, dq, J20-17=11.0 Hz, J20-21=7.1 Hz, H-20), 2.03 (3H, s, CH3CO-16), 1.97
(3H, s, CH3CO2-3), 1.54 (1H, m, H-25), 1.32 (1H, m, H-24), 1.14 (3H, d, J21-20= 7.2 Hz, CH3-
21), 1.02 (3H, s, CHs3-19), 0.91 (3H, d, Jo7-25= 7.2 Hz, CH3-27), 0.87 (3H, s, CH3-18).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz) &: 36.8 (C-1), 27.7 (C-2), 73.8 (C-3), 34.8 (C-4), 139.6 (C-5),
122.3 (C-6), 39.6 (C-7), 31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 36.9 (C-12), 41.9
(C-13), 53.9 (C-14), 31.6 (C-15), 75.7 (C-16), 55.0 (C-17), 13.3 (C-18), 19.3 (C-19), 435
(C-20), 16.9 (C-21), 213.7 (C-22), 38.5 (C-23), 26.2 (C-24), 35.6 (C-25), 67.5 (C-26), 16.7
(C-27), 170.6 (CH3CO,-3), 169.6 (CH3CO-16), 21.2 (CH3CO2-3), 21.5 (CH3CO,-16).

Figura 55. Estructura de 2.

A una disolucion del compuesto 1 (1 g, 1.94 mmol) en CH2Cl, (15 mL) se le adicion6
anhidrido acético (5 mL, 52.89 mmol) en agitacion a temperatura ambiente con DMAP en
cantidades cataliticas, después de 2 horas la mezcla de reaccion se lavo con agua destilada y
se extrajo con CH2Cl> que posteriormente se evapord a presion reducida, se purifico en
columna de cromatografia con gel de silice usando hexano/acetato de etilo (9:1), se
obtuvieron 770 mg del compuesto 2 (71.13 %).
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Caracterizacion

Férmula molecular: C27H4203, P.M.: 558.76, Polvo amorfo, p.f. 156 °C, aD =+3.1 ° (CHCl3,
¢ =1.0), IR: 2933 cm! (alifaticos), 1732 y 1704 cm™ (C=0, carbonilos), 1224 cm™ (O=C-0,
éster).

RMN H (CDCls, 500 MHz) &: 5.29 (1H, dd, Js-7eq = 4.7 Hz, Jo.7eq = 2.8 Hz, H-6), 4.91 (1H,
td, Jie-17 = 8.2 Hz, J16.7¢q = 7.0 Hz, J16.17ax = 3.4 Hz, H-16), 4.53 (1H, m, H-3), 3.83 (2H, dd,
2625 = 2.6 Hz, H-26), 2.88 (1H, dq, Jao-21 = 7.1 Hz, Jao-17 = 11.0 Hz, H-20), 1.99 (3H, s,
CH3CO0;-3), 1.97 (3H, s, CH3CO2-26), 1.89 (3H, s, CH3CO,-16), 1.48 (1H, m, H-25), 1.27
(1H, m, H-24), 1.07 (3H, d, J120 = 7.2 Hz, CH3-21), 0.95 (3H, s, CH3-19), 0.85 (3H, d, Jo7-
25= 6.7 Hz, CH3-27), 0.80 (3H, s, CHz- 18).

RMN 13C (CDCls, 125 MHz) &: 36.9 (C-1), 27.8 (C-2), 73.8 (C-3), 38.1 (C-4), 139.6 (C-5),
122.3 (C-6), 31.6 (C-7), 31.3 (C-8), 49.8 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.6 (C-12), 41.9
(C-13), 53.9 (C-14), 34.9 (C-15), 75.8 (C-16), 55.0 (C17), 13.3 (C-18), 19.3 (C-19), 43.6 (C-
20), 16.8 (C-21), 212.8 (C-22), 38.3 (C-23), 26.7 (C-24), 31.3 (C-25), 68.9 (C-26), 16.7 (C-
27), 169.8 (CH3C0,-16), 170.6 (CH3CO,-3), 171.3 (CH3C02-26), 21.2 (CH3CO2-16), 21.0
(CH3CO2-3), 21.5 (CH3CO2-26).

Figura 56. Estructura de 3.

Se disolvi6 el compuesto 1 (500 mg, 0.97 mmol) en 20 mL de CH.Cl, y se afiadié PCC (625
mg, 2.90 mmol). La mezcla de reaccion se agito a temperatura ambiente durante 2 horas y
posteriormente se filtré en percolativa con gel de silice, el disolvente se evaporo a presion
reducida. Se purifico por columna de cromatografia en hexano/acetato de etilo (7:3), se
obtuvieron 321 mg (63%) del compuesto 3.

Caracterizacion

Férmula molecular: C27H4203, P.M.: 514.70, Polvo amorfo, p.f. 164 °C, aD =+1.2 ° (CHCl3,
¢ =1.0), IR: 2933 cm! (alifaticos), 2825 cm™ (CH, aldehido), 1726 cm™ (C=0, carbonilos),
1235 cm™ (O=C-O, éster).
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RMN H (CDCls, 500 MHz) &: 9.52 (1H, d, J2625 = 1.8 Hz, H-26), 5.29 (1H, d, Js-7= 5.1 Hz,
H-6), 4.91 (LH, td, Jis.25 = 8.2 Hz, Jie.25 = 7.9 Hz, Jig.05 = 3.7 Hz, H-16), 4.52 (1H, m, H-3),
2.85 (1H, ddd, J20-17 = 39.8 Hz, J20-21 = 7.0 Hz, J20-25 = 2.6 Hz, H-20), 2.61 (1H, ddd, J23a-230
= 18.2, Hz, Jo3a24a = 8.6 Hz, Joza2ap = 6.3 Hz, H-23a), 2.27 (1H, m, H-25), 1.89 (3H, s,
CH3CO0»-16), 1.96 (3H, s, CH3CO2-3), 1.05 (3H, d, J21-20= 7.4 Hz, CH3-21), 1.05 (3H, d, Jo7-
25= 7.4 Hz, CH3-27), 0.95 (3H, s, CH3-19), 0.79 (3H, s, CH3-18).

RMN 13C (CDCls, 125 MHz) &: 36.6 (C-1), 27.9 (C-2), 73.8 (C-3), 38.2 (C-4), 139.6 (C-
5),122.3 (C-6), 31.8 (C-7), 31.5 (C-8), 49.9 (C-9), 36.9 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12), 42.1
(C-13), 54.1 (C14), 34.8 (C-15), 75.8 (C-16), 55.2 (C-17), 13.3 (C-18), 19.3 (C-19), 43.6 (C-
20), 16.8 (C-21), 212.8 (C-22), 37.8 (C-23), 26.3 (C-24), 45.7 (C-25), 204.4 (C-26), 13.5 (C-
27), 169.8 (CHsCO2-16), 170.6 (CH3CO2- 3), 21.1 (CH3CO,-16), 21.4 (CH3CO,-3).

Figura 57. Estructura de 4.

Se disolvi6 en acetona (30 mL) 500.0 mg de 1 (0.968 mmol), se agit6 a temperatura ambiente
y en atmosfera inerte durante una hora. Se bajo la temperatura a 0 °C y se adicion6 1.25 mL
de reactivo de Jones, la mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 10 minutos, después se
adicionaron 4 mL de isopropanol, el disolvente se evaporé a presion reducida, se extrajo con
acetato de etilo y lavados de agua destilada. Se purifico en columna de cromatografia con gel
de silice y hexano/acetato de etilo (5:5), se obtuvieron 361.0 mg del compuesto 4 (70 %).

Caracterizacion

Formula molecular: C27H4203, P.M.: 430.70, Polvo amorfo, p.f. 212 °C, aD =-5.2 ° (CHCls,
¢ =1.0), IR: 2934 cm™ (alifaticos), 1726 cm™ (C=0, carbonilos de éster), 1705 cm™ (C=0,
carbonilo del carboxilato), 1236 cm™ (O=C-O, éster).

RMN H (CDCls, 500 MHz) &: 5.36 (1H, dd, Je.4a= 4.5 Hz, Js.7 = 2.7 Hz, H-6), 4.97 (1H, td,
Ji6-17 = 8.2 Hz, Jie.15¢ =8.1 Hz, Ji6.15a = 4.3 Hz, H-16), 4.60 (1H, m, H-3), 2.04 (3H, s,
CH3CO2-16), 1.96 (3H, s, CH3CO2-3), 1.20 (3H, d, J27-25 = 6.9 Hz, CH3-27), 1.14 (3H, d, Jx.-
20 = 7.2 Hz, CH3-21), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.86 (3H, s, CH3-18).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz2) §: 36.8 (C-1), 27.7 (C-2), 73.9 (C-3), 169.9 (CH3CO,-3), 21.1
(CH3CO2-3), 38.0 (C-4), 139.6 (C-5), 122.3 (C-6), 31.6 (C-7), 31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5
(C-10), 20.7 (C-11), 39.6 (C-12), 41.9 (C-13), 53.9 (C-14), 34.8 (C-15), 75.7 (C-16), 170.6
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(CHsCO,-16), 21.6 (CHsCO,-16), 55.1 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 43.5 (C-20), 16.8
(C-21), 212.4 (C-22), 38.0 (C-23), 26.2 (C-24), 35.5 (C-25), 181.6 (C-26), 17.0 (C-27).
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CAPITULO 3. Evaluacion biolégica
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3.1 Antecedentes de evaluacion de fitohormonas

Una hormona se puede definir como una molécula de sefializacion biosintetizada por una
glandula especifica, en el reino vegetal no existen glandulas para la secrecion de hormonas
sino sefiales para la produccion de estos compuestos dentro de la misma planta en
concentraciones extremadamente bajas y al ritmo en que se requieran, estas moléculas se
denominan fitohormonas. La funcion de estos compuestos es mediar las respuestas
fisiologicas, morfoldgicas y enziméticas por lo que son importantes reguladores de procesos
celulares especificos a través de su union con ciertas dianas en el sitio activo y varian desde
la zona donde se producen hasta a la que son transportados [70].

Existe una clasificacion de las fitohormonas basada en el tipo de estructura que presentan,
entre ellas podemos destacar a las auxinas, giberelinas, jasmonatos, citoquininas,
estrigolactonas y brasinoesteroides (Figura 58). Actualmente se cuenta con amplia
investigacién sobre la produccion de fitohormonas y la via por la cual regulan los procesos
de desarrollo asi como de defensa en las plantas, por ejemplo, la germinacion, alargamiento,
diferenciacion, senescencia y resistencia a estrés bidtico y abidtico [71], [72].

AUXINAS GIBERELINAS ESTRIGOLACTONAS
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Figura 58. Fitohormonas y sus procesos relacionados en el desarrollo de las plantas.

Las auxinas fueron el primer grupo de fitohormonas en ser descubiertas, su produccion esta
relacionada a los procesos de proliferacion, alargamiento y diferenciacion en diferentes
tejidos y etapas del desarrollo, por esto en la agricultura son empleados para acelerar el
crecimiento de las plantas, promover la iniciacion de raices adventicias, floracion,
maduracion del fruto y evitar su caida prematura. El acido indol-3-acético (AlA) que fue
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aislado por primera vez en 1885 es la mas comun de las auxinas naturales y mayormente
utilizada en estudios, otra auxina natural relevante es el acido indol butirico (AIB) el cual es
empleado para procesos de enraizamiento; el &cido 2,4-diclorofenoxiacético de origen
sintético y ampliamente utilizado como herbicida. Las auxinas se encuentran bastante
relacionadas con la rizobacteria y esta es una relacion importante debido a la simbiosis que
se genera entre ellos beneficiando el desarrollo vegetal [73], [74], [75], [76].

Estudios de evaluacion exdgena de auxinas han demostrado el efecto que éstas pueden tener
sobre diferentes especies, en 2023 Solano y colaboradores evaluaron el efecto de la
aplicacion por aspersion foliar de AlA a diferentes concentraciones en 5 fechas distintas a
plantulas de cebolla (Allium cepa L.), de su estudio encontraron que aplicar exdgenamente
esta fitohormona resulté benéfico en la promocion de crecimiento y sobre todo en la calidad
de la planta, en todas las concentraciones se incrementaron los fenoles totales, pero a 200
ppm se elevo la relacidn 1:6 con respecto al control, y para la menor concentracion a 50 ppm
se favorecid el desarrollo del bulbo de cebolla y aumento su peso lo que podria aplicarse en
diferentes cultivos horticolas esperando resultados similares [77].

Las giberelinas (GAs) juegan un papel importante en incrementar la tolerancia de las plantas
al estrés abidtico (causado por condiciones ambientales extremas), incremento de
alargamiento y division celular y en procesos de desarrollo de semillas. También tienen la
capacidad de regular propiedades fotosintéticas como la conductancia estomatica, eficiencia
de la carboxilacion y por ende la fotosintesis neta. Se sabe que su aplicacién exdgena regula
positivamente la biosintesis de acido salicilico elevando la respuesta de defensa al estrés
abidtico. La GA de mayor actividad es el acido giberélico denominado como GAs que ha
demostrado incrementar la adaptacién del alga marina en condiciones bajas de metales
pesados como plomo y cadmio [78], [79], [80], [81].

Uno de los factores abidticos de estrés para las plantas es la temperatura, las alteraciones de
esta variable pueden generar grandes repercusiones en el desarrollo y produccion y por ende
en el rendimiento del cultivo, Tianxhin Guo y colaboradores en 2022 evaluaron el efecto de
aplicar por aspersion foliar GAs en 2 genotipos de tomate (Ahmar y Roma) después de 45
dias a diferentes concentraciones, reportaron una dosis Optima de 75 mg/L en la variante
Roma sometida a estrés con un incremento de temperatura a 45°C, también observaron el
incremento de la biomasa de la raiz y el brote de la seccion estresada, esto fue comparado
contra un blanco sin aplicacion de compuesto. La raiz y el brote incrementaron en longitud a
condiciones de 25°C y también a 45 °C [82].

Para demostrar el efecto de aplicar GA3 sobre la calidad del fruto de Kinnow (hibrido de
mandarina) en 2020 Humna Talat y colaboradores evaluaron la aplicacion foliar a diferentes
concentraciones de esta fitohormona, reportaron mejores parametros fisicos a 65 ppm con un
incremento aproximado del 40% en peso de la fruta, a dosis de 25 y 45 ppm se incrementd
el contenido total de fenoles en el jugo y una mejor apariencia de la cascara que se expresa
como una mejor calidad del fruto [83].
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Las estrigolactonas (SL) son hormonas derivadas de los carotenoides y presentan una funcion
dual, la primera es que al ser una fitohormona enddgena controla el desarrollo de las plantas;
y la segunda como compuestos que al ser exudados por la raiz promueven la simbiosis entre
planta-microbiota del suelo. Algunas funciones en las que intervienen son la germinacion
parasita y el crecimiento de hongos micorrizicos que responden a la deficiencia de fosfatos
y nitratos para mejorar su consumo del suelo, fisiolégicamente en el desarrollo su actividad
se observa en la formacion de nodulos, senescencia de las hojas y tolerancia a estrés como
sequia, salinidad e inanicién de nutrientes [84], [85].

En la evaluacién de estas fitohormonas, son analogos sintéticos los que han sido descritos en
la literatura, tal es el caso de lo reportado por el grupo de investigacién de Zhang Chun-lei
en 2020 cuyo objetivo fue demostrar la regulacién en la arquitectura de la raiz, para esto
evaluaron GR24 (Figura 59), que es de uso comercial, en semillas de colza (B. napus L.) a
diferentes concentraciones, reportaron que a 0.18 pmol/L se generd un incremento en el
crecimiento de la raiz lateral y en los brotes, particularmente a 18 pumol/L hubo decremento
significativo en el peso seco con esto concluyeron que a bajas concentraciones de SL
exogenas se promueve el crecimiento de raices generando beneficios Utiles en la
productividad del cultivo [86].

—_—
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94)

Figura 59. Analogos sintéticos de SL.

En la evaluacion realizada por Muhammad Jamil y colaboradores en 2022 tuvieron como
interés inhibir la produccion de Striga hermonthica comiunmente conocida como hierba bruja
purpura, que es una planta hemiparasita que causa aproximadamente el 50% de pérdida del
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rendimiento en cosechas de cereales en zonas agricolas de Africa, para el trabajo evaluaron
tres SL sintéticas (Figura 59), MP3, MP16 y Nijmegen-1, en condiciones de laboratorio,
invernadero y de campo. En la primera etapa se us6 como control positivo el analogo GR24
y fueron evaluados a una concentracion de 1 UM demostrando un incremento del cereal de
20-22% para el MP3'y de 14% para los otros dos analogos. En invernadero MP3 nuevamente
quedo al nivel del control incrementando al 73% el rendimiento del cultivo de cereal,
mientras que Nijmegen-1 tuvo un rendimiento de 89% y MP16 del 97%. Finalmente, en la
evaluacion en condiciones de campo, el crecimiento de Striga disminuy6 con todos los
analogos en cultivo de maiz, incrementé el rendimiento del cereal entre 9-30% Y se destaco
a Nijmegen-1 ya que generd una disminucion de la planta parasita en 43% en cultivo de maiz
y de 60% en sorgo [87].

Por otro lado, encontramos a los jasmonatos (JAs) que son de origen lipidico y regulan
procesos de crecimiento, fotosintesis, desarrollo reproductivo como maduracion del fruto y
polen, germinacién de semillas y crecimiento de la raiz. Son especialmente importantes para
la defensa contra herbivoros y estrés por patdgenos y algunas de estas fitohormonas pueden
ser liberadas como compuestos orgénicos volatiles (COVs). Uno de los jasmonatos mas
representativos es el 4cido jasmonico (AJ) y el jasmonato de metilo [88], [89].

Con el objetivo de evaluar el efecto a la tolerancia de sequia de dos variantes de trigo con la
aplicacion exdgena de AJ y cinetina (una citoquinina sintética) a concentraciones de 0.1 mM
y 0.5 mM respectivamente Abeed y colaboradores encontraron un incremento en la relacion
raiz/brote y en el contenido total de agua comparados con el control con estrés, una de las
variantes fue incluso mejor que el blanco no estresado. En cuanto al peso, la aplicacién de
AJ represent6d una mejora al nivel del blanco sin estres; el contenido de carbohidratos,
proteina y el aminoécido prolina en hoja mejoraron con respecto al control con estrés, pero
no superaron al blanco sin estrés [90].

Otro ejemplo del efecto positivo sobre condiciones de estrés es la que reportaron Noor y
colaboradores en 2022 donde evaluaron el efecto sobre estrés salino en cultivos de soya, se
aplicd AJ por aspersion foliar a una concentracion de 100 umol/L en dos variantes de este
cereal y se midio la respuesta morfo-fisiologica al estar sometidas a diferentes condiciones
de salinidad (0, 40, 80, 120 mM), demostraron alivio del impacto negativo del estrés salino
en el crecimiento y metabolismo en ambas variantes, con esta evaluacion y la anterior se
demuestra la funcidn clave de los JAs en la sefializacion de plantas bajo condiciones de estrés
[91].

Finalmente, las citoquininas, que son moléculas que derivan de la adenina con una cadena
lateral unida al anillo purinico, esta cadena puede ser de tipo isoprenoide o aromatica. Estas
fitohormonas se caracterizan por promover la division y diferenciacion celular, son
fundamentales para el proceso de organogénesis, tolerancia y defensa a patdgenos, ademas
retrasa la senescencia mediante la descomposicion de clorofilas, acidos nucleicos vy
redistribuye aminoacidos, hormonas y sales por otras partes de la planta. En condiciones de
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estrés, se sabe que la planta sometida a incrementos de temperatura eleva las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y esto hace que incremente la concentracion de citoquininas para
contrarrestar a las ROS; en estrés por frio el aumento de citoquininas interviene en el dafio a
la membrana [92], [93], [94]. En reportes de evaluacion exdgena, previamente se abordo el
caso del estudio de Abeed y col., donde a la par de un JA se evalud también una citoquinina
sintética y los resultados fueron benéficos para condiciones de estrés [90].

Kaya y colaboradores en 2010 evaluaron cinetina (Figura 60) y AlA por aspersion foliar en
hojas sometidas a estrés salino en condiciones de campo, se sabe que este tipo de estrés en
cultivos de maiz reduce la materia total seca, rendimiento del grano, contenido de clorofilay
de agua, por lo tanto, estas son las variables que estudiaron como respuesta en este trabajo.
La aplicacion de cinetina a 2 mM fue el tratamiento con mejor eficiencia ya que contrarresto
los efectos del estrés, pero no super6 al blanco sin estrés, mejoro el rendimiento en peso de
mazorca lo cual se correlaciond con lo descrito previamente sobre la funcion de esta
fitohormona, y en el caso de la aplicacion de AlA a la misma concentracion se observo un
incremento la produccion de clorofilas a/b en comparacion con las estresadas y disminuyo la

fuga de electrolitos [95].
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Figura 60. Cinetina, citoquinina de origen sintético.

Ademas de las moléculas mencionadas arriba, existen otras fitohormonas y compuestos
producidos por el estrés bidtico y abiodtico, como el etileno, acido abscisico, acido salicilico,
poliaminas, 6xido nitroso y uno de los afiadidos a la primera clasificacion y que es de nuestro
interés, los brasinoesteroides.

3.1.1 Antecedentes de esteroides evaluados

En 1979 se encontrd una lactona esteroidal promotora de crecimiento vegetal denominada
brasinolida 8 a partir del polen de colza (Brassica napus L.). A partir de esto, la investigacion
en el area se enfoco en aislar e identificar compuestos similares de diversas plantas, ademas
de buscar la sintesis de esta fitohormona se produjeron modificaciones similares que
presentaban un potencial similar al del natural. Estos derivados conforman otro de los grupos
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de fitohormonas, los brasinoesteroides (BRs) y sus analogos sintéticos, actualmente los
ensayos bioldgicos permiten evaluar compuestos esteroidales con actividad biologica similar
al de la brasindlida en el crecimiento y desarrollo de plantas para asi mejorar la productividad
agricola, también es importante destacar su capacidad de incrementar la tolerancia al estrés
bidtico y abiotico [96], [97]. Otro brasinoesteroide de gran estudio es la castasterona 18 que
es de origen natural, de la cual se han logrado aislar analogos a partir de L. viscaria [98].
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Figura 61. Estructura de brasinoesteroides de gran interés.

Otra serie de gran interés son tres derivados pirroles trisustituidos (Figura 62) obtenidos a
partir de diosgenina, cuyo efecto sobre crecimiento fue evaluado en chiles habanero (C.
chinense) en invernadero, los compuestos fueron aplicados por aspersién foliar y se utilizé
Cystar como control positivo, que es un regulador de crecimiento comercial a base de
citoguinias naturales con efecto estimulante sobre el desarrollo vegetal, este mejora la calidad
del fruto y aumenta los rendimientos de cultivo. En altura y nimero de hojas no hubo un
efecto de aumento comparado con el control, aqui lo que se destaco es que fueron del mismo
nivel; del compuesto 98 reportaron un cambio considerable en la biomasa de la raiz seca lo
que implica que comparado con el control hubo un incremento de grosor de las raices
secundarias o0 en su longitud, a partir de esos resultados se puede considerar a este derivado
como potencial en la etapa de germinacion o enraizamiento. La perspectiva del grupo de
investigacién con relacién a este compuesto es buscar la dosis de mayor efecto. Esta serie de
derivados tienen como valor extra su actividad acaricida que resulté mucho mejor que la del
control, esta actividad dual es de gran potencial en agricultura ya que al mismo tiempo en
que se controla una plaga puede mejorar la calidad y rendimientos del cultivo [99].
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Figura 62. Pirroles trisustituidos fusionados en una cadena lateral de norcolestano obtenida de
diosgenina.

La investigacion de esteroides aplicados para la agricultura no va tinicamente por la basqueda
de compuestos que promuevan el crecimiento, también es de interés evaluar el efecto de
compuestos con actividad antifangica como se marcé en el caso anterior. Se sabe que la via
de BRs involucra receptores relacionados a inmunidad, un estudio de aplicacion de
epibrasindlida en plantulas de té realizado por Zhang y colaboradores demostro que si existe
efecto de proteccion en contra del desarrollo del fitopatdgeno Colletotrichum fructicola y es
de gran interés ya que esta relacionado a enfermedades vegetales como la antracnosis [100].

Los tipos de estrés a los que una planta puede estar sometida pueden ser bidtico, que involucra
microorganismos, insectos y herbivoros, y abidtico que engloba a las condiciones del medio
ambiente como lluvias, temperaturas extremas, salinidad y sequias. Un estudio reciente
reporté que aplicar un pretratamiento de epibrasindlida a 0.4 uM a semillas de trigo redujo
los efectos del estrés oxidativo causado por sequia en las plantulas, este efecto es
posiblemente resultado de la modulacidon del sistema antioxidante [101].

3.1.2 22-oxocolestanos como promotores de crecimiento vegetal

En el grupo de Sandoval y colaboradores partiendo de esteroides como la diosgenina y
hecogenina se ha realizado modificacion estructural para la obtencién de derivados 22-
oxocolestanicos (Figura 63) evaluados como promotores de crecimiento mediante ensayos
de inclinacion de la ldmina de arroz demostrando actividad similar a nivel de la
homobrasindlida a concentraciones de 0.05 pg/L hasta 0.05mg/L en la variedad de arroz
Morelos A06 y hasta 0.25 mg/L en la variedad A08 [42].
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Figura 63. 22-oxocoletanos promotores decrecimiento vegetal.

Ademas de la modificacion en los anillos E y F de diosgenina para obtener los derivados 22-
oxocolestanicos también se han realizado cambios estructurales en los anillos Ay B, de todas
estas modificaciones se obtuvieron los correspondientes compuestos hidroxilados en C-26 lo
que ha incrementado el efecto promotor de estos derivados, superando los tres compuestos
sintéticos (Figura 64) el nivel de lahomobrasinélida a concentracién de 0.05 pg/L en Morelos
A06 y manteniéndose al nivel de este control en Morelos A08 [43].
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Figura 64. 26-hidroxicolestan-22-oxo promotores de crecimiento vegetal.
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Evaluacion biologica de compuestos 22-oxocolestanos como promotores de
crecimiento vegetal

La soberania alimentaria es uno de los principales retos en la actualidad, algunos obstaculos
son los bajos rendimientos de cosecha por factores de estrés a los que estan expuestos los
cultivos que pueden repercutir en su perdida parcial e inclusive total, actualmente en la
agricultura se emplean diversos fertilizantes quimicos y organicos que ayudan a mejorar el
cultivo, su desventaja son las cantidades necesarias. Una alternativa implementada décadas
atras fue el uso exdgeno de brasinoesteroides (BRs) naturales como la homobrasindlida y
epibrasinolida que mejoraban al cultivo en peso y resistencia a estrés, pero sus costos son
elevados y uno de ellos fue descontinuado del mercado nacional, actualmente se buscan
analogos sintéticos con potencial igual o mejor al de BRs naturales, es por ello que se decidio
trabajar con 4 derivados 22-oxocolestenos derivados de diosgenina (1-4) que demostraron
gran potencial in silico por la via de accion en BRI1, BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1 (Figura
65), actividad que fue evaluada a nivel in vitro con el ensayo de alargamiento en lechuga
orejona a una concentracién 0.1 mg/L para cada PECV y en condiciones de campo para
SPGP4 2 a una concentracién 0.5 mg/L.
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Figura 65. Estructuras PECV evaluadas in vitro.
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3.2.1 Evaluacién in vitro

Para la evaluacion se realizaron 10 réplicas con bloques de 9 plantulas de lechuga para cada
tratamiento, se adicionaron 20 mL de solucion en cada uno en los bloques y se dejaron en

oscuridad por 48 horas antes de realizar las mediciones de las variables: longitud del tallo,
de la raiz y de hoja, grosor de tallo y de raiz. Para determinar si los tratamientos tuvieron un

efecto significativo en cada variable se realizo la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis
(p<0.05). Se observa en la Figura 66 y Figura 67 que para tallo y raiz ni en longitud ni en
grosor hubo diferencia significativa con el blanco, cuyo tratamiento fue maleato &cido de
potasio 2.5 mM a pH=6.5, que también se uso6 para preparar las disoluciones de los PECV

22-oxocolestenos.
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Figura 66. Gréfica de intervalos de longitud de tallo y raiz de plantulas de lechuga orejona.
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Para el efecto sobre la longitud de hoja se observo un incremento en crecimiento al aplicar el
PECV 4 que tiene como grupo en C-26 el acido carboxilico (26COOH), estadisticamente
existe una diferencia entre este tratamiento y el control por lo que se clasifican con letras
distintas (Figura 68), asi mismo hubo una mejora en la tendencia de la longitud de las hojas
al utilizar el derivado 26 aldehidico 3 (26CHO) y el 26 acetilado 2 (260Ac). Los PECV 2, 3
y 4 tuvieron la capacidad de incrementar el alargamiento de la hoja, esto puede ser aplicado
en diversas especies de hortalizas y también puede ser empleado en cereales cuyas hojas se
usan con otros fines como es el caso del maiz, que se emplea para pastura.
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Figura 68. Gréfica de intervalos de longitudes de hojas de plantulas de lechuga orejona.

3.2.2 Evaluacion en campo

Previamente se abordo el potencial in silico e in vitro del 22-oxocolesteno 2 nombrado como
SPGP4, sin embargo, era necesario saber si su efecto es latente hasta la etapa de produccién
en campo; con estos antecedentes se establecio un disefio de experimentos con el objetivo de
determinar el efecto a nivel de biomasa y produccidon en cultivos de maiz y frijol.

En la Tabla 12 se presentan los efectos en la produccion agricola dual de frijol y maiz, se
observo un incremento en las tres parcelas con respecto al control que solo fue tratado con
agua, ademas se resalta que el primer lote de terreno que es humedal y el tercer terreno con
fuente de agua subterranea presentan la mayor produccion, que concuerda con las
necesidades de desarrollo del frijol, también hubo un incremento debido al tratamiento con
SPGP4 en la produccion de 0.15 y 0.16 ton/ha respectivamente. Las tierras del segundo
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cultivo a pesar de que tuvieron la menor produccion, dada la dependencia unicamente del
agua de lluvia, también presentaron un aumento de 0.08 ton/ha.

Tabla 12. Resultados de la produccién agricola de maiz y frijol criollo tratados con el compuesto 2.

Cultivo/Tratamiento  Peso de frijol (Ton/ha) Peso de maiz (Ton/ha)
1/Agua 0.52 5.22
12 0.67* 5.68
2/Agua 0.38 4.52
212 0.46* 5.53*
3/Agua 0.42 5.11
3/2 0.58* 6.77*

* Estadisticamente diferente del blanco mediante la prueba de Kruskal Wallis (p < 0,05).

En el efecto en la produccién por hectarea de maiz; dos de los tres campos de cultivo
mostraron un aumento significativo de 22.3 y 32.5 % en la produccion, mientras que en el
campo de cultivo 1 se observé un ligero aumento de 8.8 % ya que para su incremento se
requiere la activacion tanto del receptor BRI1 que es el objetivo de estudio en este trabajo
como la de auxinas y SLs [102].

Otras variables para tener en cuenta en el efecto sobre la produccién fueron las morfolégicas
como la altura y didametro de las plantas de maiz. En la Figura 69 se muestran las diferencias
en el desarrollo de maiz sometido a un tratamiento con agua y otro con SPGP4 antes de la
aspersion foliar, es decir del efecto de embeber las semillas antes de la siembra, y antes de la
cosecha, es decir del efecto de la aspersion foliar.
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Antes de la aspersion foliar

Con compuesto

Con compuesto

Figura 69. Efecto morfolégico en plantas de maiz tratadas con y sin compuesto.

En la Tabla 13 se presenta el efecto sobre la altura y didmetro del maiz en los tres lotes
evaluados, podemos observar que nuevamente se present6 un incremento en todos los casos
con respecto a su control con aumentos del 16.6%, 18.0% y 22.1% para la altura. En el caso
del diametro del tallo de maiz el tratamiento generd engrosamiento con aumentos
significativos en las tres parcelas de 19.3%, 20.0% y 7.1% respectivamente, con esto se
concluyé que el desarrollo del diametro no es proporcional al aumento en la altura, pero si
que existe una relacion entre la proliferacion celular (diametro) y el alargamiento (altura),
reflejando una produccion de plantas mas resistentes a vientos fuertes.

Tabla 13. Resultados morfolégicos y de pastura de maiz nativo tratado con compuesto 2 (SPGP4).

Cultivo/Tratamiento  Altura (m) Diametro Peso de pastura Peso de pastura
(cm) fresca (Ton/ha) seca (Ton/ha)
1/Agua 1.87 7.18 12.91 4.01
1/1 2.18* 8.57* 15.32* 4.35
2/Agua 1.61 5.32 11.18 3.05
2/1 1.90* 6.39* 12.57* 3.32
3/Agua 1.63 7.01 13.98 451
3/1 1.99* 7.51* 17.01* 4.97*

* Estadisticamente diferente del blanco mediante la prueba de Kruskal Wallis (p < 0,05).
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Como se menciond previamente con los resultados in vitro el efecto del SPGP4 podria ayudar
a incrementar la produccion de pastura en cultivos de maiz, esto se observa en la Tabla 13 en
el aumento de peso seco de pastura. Aunque solo existe diferencia significativa en la
produccion del terreno 3 y ya que este es el que mayor incremento presentd en altura puede
atribuirse a que el alargamiento esta relacionado directamente con el efecto de retencion de
aguay por tanto posiblemente con la activacion del receptor BRI1.
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3.3 Metodologia

3.3.1 Evaluacién In vitro

Se colocaron en placas Petri plantulas homogéneas de lechuga orejona en 20 mL de
disolucion de cada tratamiento durante 48 horas, luego se determind con un vernier la
longitud del tallo, de la raiz y de la hoja, el grosor de la raiz y del tallo. Los tratamientos
fueron disoluciones de los compuestos 1, 2, 3y 4 a 0.1 mg/L y maleato acido de potasio 2.5
mM a pH fisiologico (6.5). Las evaluaciones se realizaron en blogques de 9 plantulas con 10
repeticiones.

3.3.2 Evaluacion en campo

Cultivo agricola: La evaluacidn se realizd en 3 predios agricolas ubicados en la regién del
Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, con caracteristicas especificas, el primero en terreno de
humedal ubicado en las cercanias de un afluente de agua, el segundo en terreno arido
dependiente de lluvias estacionales y el tercero siendo la humedad principal proveniente del
manto acuifero. El cultivo se realizd mediante plantacion simultanea de maiz y frijol. El
cultivo se sembro en temporal, en el periodo mayo-noviembre, libre de agroquimicos.

Inmersion: Las semillas de frijol y maiz se embebieron en recipientes a razén de 1 kg de
semilla por 3 litros de disolucion de 2 a 0.5 mg/L durante 4 h, antes de la siembra.

Aspersion foliar: EI compuesto se aplico por aspersion foliar a razon de 200 L por hectarea
con una concentracion de 0.5 mg/L 45 dias después de la aparicion de las primeras plantulas.

Disefio experimental: EI campo de cultivo se separ6 en hileras con una administracién
intercalada por grupos de 5 hileras de tratamiento de SPGP4 (2) y 5 hileras solo con agua.
Para determinar las variables morfométricas y de produccion se examinaron tramos de 10.0
m? para escalar a nivel de hectérea.

102




3. CONCLUSIONES

Se determind el potencial de los derivados 22-oxocolestanicos como promotores de
crecimiento vegetal a partir de su estudio in silico con acoplamiento molecular, a través del
andlisis de energias de acoplamiento y de las interacciones entre éstos y las dianas
relacionadas a la actividad promotora.

La obtencion de 4 derivados 22-oxocolestenos de diosgenina (1-4, ver jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia.) se realizo con éxito, dejando un area de oportunidad
en la optimizacién de sus metodologias.

El compuesto 4 fue el derivado que demostr6 un incremento significativo en el alargamiento
de las hojas de plantulas de lechuga orejona; dos compuestos mas, 2 y 3, los derivados
acetilado y aldehido mostraron una tendencia similar. La evaluacion del compuesto 2 en
campo mostrd una marcada diferencia entre éste y el testigo, destacando asi a este derivado
22-oxocolesténico como un promotor de crecimiento de gran actividad en beneficio de la
agricultura.
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