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ABREVIATURAS CONCEPTO
AIB Acido indo}3-butirico
ANA Acido 1-naftalenacético
BL Brasindlida
BR Brasinoesteroide
COSsY COrrelation SpectroscopY
EA Energia de acoplamiento
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HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
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RMN Resonancia magtica nuclear
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Promotor esteroidal de crecimiento vegetal




RESUMEN

El presente trabajo se divide en teexcionesja primeradetallael estudioin silico de
acoplamientanolecular de 1247 derivados-BRocolestanicos con el receptor BRI1 y los
complejos BRI1IBAK1 y BRI1-SERK1 con lo que se determind su potencial como
promotores de crecimiento vegetal.

En la segundaseccion se describela sintesis de4 compuestos22-oxocolesénicos
seleccionados por el estudio silico. Los derivadoddiacetato de (2%)-26-hidroxi-22-
oxoespirosb-en3b,16b-diilo (1), triacetato de (29)-22-oxoespirosh-en-3b,16b,26-triilo
(2), diacetato de (29-22,26dioxoespirosb-en3b,16b-diilo (3) y el acido (2R)-3b,160-
diacetoxi22-oxoespirosb-ene26-carboxilico @), fueron caracterizados fisica vy
espectroscopicamente
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Oxidacion H

OAc
OAc QOxidacion

En la terceraecciorse presentaios resultados de la evaluacion biolégica como promotores
de crecimiento vegetal de4, a nivelexperimentglutilizando como modelo el ensayo de
elongacion de plantulas de lechuga orejanaa concentracion de 0.1 mg/L, y los resultados
en condiciones de campo p&ra una concentraciahe 0.5 mg/L.




ABSTRACT

The present wdris divided irto 3 partsthe first consisted of thia silico study by molecular
docking of 1247 2xocholestaaderivativesoverthe BRI1 receptor and the BRBAK1
and BRIXSERK1 complexesTheir potentialas steroidal plant growth promotensre
determined.

In the second stage, tt®ynthesis othe 4 in silico selected?22-oxocholestnecompounds
was carried oufThederivatives(25R)-26-hydroxy-22-oxospirosts-en-3b,16b-diyl diacetate
(1), (25R)-22-oxospirosts-en-3b,160,26-triyl triacetate(2), (25R)-22,26-dioxospirosts-en
3b,160b-diyl diacetate §) and (2]R)-3b,160b-diacetoxy22-oxospirosts-ene26-carboxylic
acid @) were characterized physically and spectroscopically
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Theresults ofbiological evaluation as plant growth promoterslef at experimentalevel
are presenteth the third sectionysing the elongation test ofejonalettuce seedlings at a
concentration of 0.1 mg/at lab level andat 0.5 mg/L forfield conditions forcompound?.




1. INTRODUCCION

La definicion de fitohormonasdescritapor primera vezen1937 porKenneth V. Thinann
en su libroPhytohormongsgenerando un campo dstudiosobreel mecanismgor el cual
funcionan sinembargogl uso demateriales que fueron empleag@sa mejorar los cultivos
datadelos tiempos de los fenicipson el usale extractos ricos eauxinas y leptinafgl].

Figura 1. Evolucionen el descubrimientade fitohormonas.

Las auxinas fueron las primefashormonas en ser descubiertas 1928por Frits W. Went
y fue Thimanren 1935 quien logro su caracterizacgirndo la mas relevante el aciddol-
3-acético(AlA, 5); las primeras auxinas sintéticd®939 fueron el 4cido “haftalenacético
(ANA) y el acido indoi3-butirico (AIB). Este ultimo se aisl@fios mas tardele hojas y
semillas de maiz.a clasificacion de las fitohormonas se reali@stafinales de 1970sin
embargoaun se siguen encontrando estructuras de inteigsral) [1], [2], [3].

La aplicacién de promotores de crecimiento vegetal a los cuftarasincrementar la calidad
y sus rendimientosseun aspecto dgraninterés debido a los beneficios econémicos y
sociales que representaa evaluaciénexdégena dditohormonasnaturalesy sintéticasha
demostrado un efecfmsitivoen laproducciéragricolalo que ha impulsadia busqueda de




nuevos derivadosintéticos En Cubase hadesarrollad, la formulaciénde productos con
efectopromotor decrecimiento vegetatomoel Biobras6 14 o el Biobras16 15 (Figura2)
que posee una alta actividad biolégica y haido evaluads en campos agricolasobre
cultivos de maizfrijol y arrozmediante aplicacion foliar a bajasncentraciones, del orden
mM, logrando la mejora del rendimiento en las cosechas y en la calidad de los ¢4jtivos

[5], [6].

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

El ANA fue de los primeros anélogos sintéticos de las auxinas prodaaiie laboratorio

y que fue escalado a nivieldustrial debido a su amplio usm la agriculturasu funcion
depende de la dosisyapa del cultiv@en que se apliquélgunos efectos son &vorecer el
enraizamiento y evitar la caida prematura del frablo embargpa concentraciones altas
presenta actividad inhibitoria derecimiento EI melén es una hortaliza de alto consumo a
nivel mundiaj desdel1990 Venezuelase 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 ambito la investigacion agehalenfocado en
evaluar la aplicaciorexdgenadle ANA 16y AIA 5 (Figura3) en diferentes concentraciones

y etapas del cultivalondda aplicacién de ANAa 50 y 100 mg/la los 7 dias de la floracion
mejoraron considerablemergévolumendd melénlo quehapermiido a los productores
venezolanoserexportadorexompetitivosde este frutq7].

0 (0}
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Figura 3. Acido 3-indolacético 6) y &cido 1-naftalenacético(16).

El usodetidiazuon (TDZ, 17, Figura4) ha demostrado tener respuestas fisioldgicas en las
plantas que sosimilaresal de las citoquimas por lo que es considerado un analogo de este
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grupo de fitohormonasSu sintesis y uso como promotor de crecimiento fue patentado a
principios de 198@or la farmacéutica alemasaehering AGy en la agriculturae usgara
acelerar el proceste maduracionprevenir que las hojas se marchiten y prolongar la vida
de los frutos cortadopsa dosis altasunge como herbicidaDebido aque haciafalta su
evaluacion ambiental y sanitgria Union Europe&n 20080 eliminé del mercadpperoen
Estados Unidos, Australia y México se coaéinutilizando[8], [9], [10].

//N\s o)

Figura 4. Tidiazuron (17).

Algunasde las limitantes paral uso defitohormonasnaturales esu bajo rendimientale
extraccidon ya quesus concentraciones en las plantas mdnimas, obtenerds mediante
sintesignvolucramultiples etapas de reaccion lo que disminuye los rendimidgtdsefo
de derivadoson estructuras similarpsiedeaseguraqueéstas presenteactividad al mismo
nivel. Una alternativapara optimizar el uso de estos recursos es medmsttedios
bioinforméticos quepermiten realizapredicciones/ determinar el potenciaédricode su
bioactividad. Ademas, una grarentajade los medios bioinformaticoss que permita
evaluar un gramiimerode derivadoy hacer una seleccig@untualde candidatoa sintesis
para stevaluaion bioldgica, disminuyendo los costosel tiempo que conllevan estudio
experimental.

Con la finalidad deleterminar la malogia dda bicactividad entreeompuestos sintéticos
fitohormonasnaturales se pueden realizaestudios bioinformaticos donds utilizan los
receptores enzimasasociadasl mecanisma través decualseactivala via de interéskn
2022 Yangy colaboradoresitilizaron una base de datos f@@macos con la finalidad de
encontrarun grupo funcional o una serie de derivados que presentaran afpodad
receptor de auxiga TIR1, por lo quese acotaron al disefio y sintesisu@ serie déN-
{(benzo[d] [D,80]dioxolano)-56il} -2-benciltioacetamidagFigurab) de loscualesel que
presentd mejor acoplamiento con la proteina también desaolt excelerg actividad
promotora en el crecimiento teraiz[11].

Laleucina de lgroteinaBRI1 esta involucradanla transduccion de la sefial que provoca
la brasindlidaAunque BAK1 y BRI1 se localizan en la membrana plasmatica, cuando BAK1
y BRI1 se coexpresan, el heterodimero BAK1/BRI1 que forman se localet@etosoma.
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Figura 5. Serie de N(benzo[d] [16,86]8ioxolano-5&il) -2-benciltio acetamidas.

La proteinaBRI1 esel mas utilizad paraevaluar la potencialidad de lbsasinoesteroides
(BR9) en estudios dacoplamientanolecular Sehan estudiaddiferentederivadosde BRs
naturales con modificacionesen el anillo By enla cadena lateray la actividadde esos
derivadosfue evaluada cordiferentesbioensayoscomo la germinacion,inhibicion de
guisantes, sensibilidad a BRsproduccion de etilend12], [13], [14] Los BRs son
fitohormonadnvolucradas en el crecimiento y correcto desarrollo de las plantas, ademas de
suintervencion en el proceso de adaptacion a cambios del medio ambiergetivan el
proceso de resistencia a condiciones de estrés abiddicasas a diversos estudies la
busqueda de compuestos estructuralmente similares a loseBRdogrado encontrar una
correlacion de estructwactividadcon respecto k brasindlideB [15].

La castasteronéBR natural,18), se diferen@ de la BL por contener una ciclohexanona en
elanillo Ben lugar de la lactona caracteristica de l&_gdenostiadoteneruna gran actividad
promotora de crecimient&n México,el grupo de investigacion de SandoWwdmirezha
realizado la sintesis a®mpuestof2-oxocolestanicqglerivados de diosgenifeomo19),
hecogening/ sarsasapogeninks cuales desplegarama gran bioactividagromotora de
crecimiento vegetagjenerando con ello una gran familia de PE&dcionalmente, B Cuba
se haconseguidda patente déos productosespirostanicos Biobre® 14 y Biobras16 15,
cuya actividad se ha probadmivelde campo

OH

HO,

HO\\\\“

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

En el presente proyecto se integriases de disefio bioinformatico, sintesis dirigida y
evaluaciona nivel deinvernaderoasi comoevaluaciéon en campde loscompuestos 22
oxocolesanicos
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2. OBJETIVOS

2.1General

Disefar, sintetizar y evaluar la actividad promotora de crecimiegetal de compuestos
22-oxocolestanicoson modificaciones en 6.

2.2Especificos

91 Disedar y aalizar el acoplamientomolecular de compuestos -BRocolesénicos
modificados en €6 y los receptores BRI1BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1
relacionados al crecimiento vegetal.

i Sintetizary caracterizar espectroscopicamelit® compuestos 2@xocolesénicos
seleccionadomediante experimentas silico.

1 Evaluar la actividad promotora de crecimiento vegetalLactuca satival. var.
longifolia de loscompuestos 2@xocolesénicos seleccionados.

1 Evaluarel efecto promotor de produccion y pastura de SPGP4 en campos agricolas
de la region delstmode Tehuantepetd estado de Oaxaca, México

13




CAPITULO 1. Estudiosin silico
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1.1 Antecedentede estudiodn silico para fitohormonas

Paradisefiamoléculasioactivasmedianteherramientas bioinformatic&s necesarioonocemun
modelo biolégicaadecuadoparticularmentgpara el disefio de fitohormonss debe sab&dmo
actuan yespecificamentgqué receptoesseactivan. Las giberelinagGAs) en las plantasegulan
varios procesos de crecimiento y desarratlumola estimulacion de germinacion de semillas,
alargamientale tallo, floraciony estimula la paenocapiay desarrollo de tricomassimismo,
regulan la expresiordiferencialde genes. A lafechase han identificado 126 Gfen plantas,
hongos y bacterias, pero solo algunas son biolégicamente aptivagemploGA1, GAz9, GA4

y GA;. La basqueda de analogos 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 t@pitesen
proceso completo son altos. Por estohxgsamientas bioinformaticas han sido de gran ayud
son un campo de gran valor aun por expldErreceptor de GAsel Gibberellininsensitive
Dwarfl (GID1)secaracteriz6 a partir de arroz y lechugaoy estese han realizadestudios de
acoplamiento moleculgrarapredecir el potencial ddiferentescompuestosjue participan en la
via delcrecimiento de las plant§kg].

El uso ddrichodermaen la agricultura para el control de plagas es amptiode losmetalwlitos
producidos por el hongesla gliotoxing establecid@omo el componente activo de esta funcion
Las GAs son responsables de la proteccidae la planta ante plagakl uso de herramientas
computacionales permitgeterminar el potencial activo que una molécula puede preses¢ar
refleja e el estudio qudezuidenhout y colaboradores reportagor2012 en el queevaluaron el
acoplamientale la gliotoxinaen el sitio activo del receptor deAS. Laenergia de acoplamiento
(EA) dela gliotoxina seposiciondal nivel que elde GA (ligando enddgeno) la interacciénfue
enel mismo sitio que el ligando endb6geno de este recdptque permitié explicar que induce
respuestas bidyicas similares las giberelina$l6], [17].

Las estrigolactonas (Slge asocian a procesos de gran relevancia agriest@s inician una
simbiosisentre plantas y hongos micorriciabusculares dando paso a la germinacioésfiare
inhibiendo la ramificacion de brotes vasculafdsgual que las demas hormonksconcentracion

a laque se puedeobtenera estos compuestos es muy hajgartirde extractos naturalgslos
anélogos sintéticos son dificiles de obtededsido a su inestabilidaBor estos motivos, el empleo
de los estudios de acoplamiento moleculadeegran ayuda en este campara poder realizar
estos estudios es necesario establesagpriateing o enzima que desencadenan las respuestas
fisiologicas de las SLEn relacion a @8 punto egjue Burguer y colaboradores realizaron un
estudio de 205L y su interaccidércon 9 receptorede la planta pasita Striga hermonthica
concluyendauela especie haesarrdladoreceptorepoco selectivoparatodos los compuestos
probados,asi como especificos a SL de @srtplantado que permite modular respuestas
especificaglel huésped18].

Enfocado al valor de las SL en la agricultura para combatir la germinacién de plaésiagpar
Kang y colaboradoregropusieronel disefio y sintesis de una nueva serie de anatyosdos

15




de dihidroflavonoidescuyo mtencialin silico fue evaluado mediante su interaccion con la
proteina receptora de SL HTLA cual correlacion6 con su evaluaci@rvivo mediante estudios

de deteccion por fluorescencia, los cuales ayudaron a determinar la via de accion sobre la que SL
expresaba su funcigt9].

Otra opcion el estudiodel proceso de inhibicidry si este resulta en beneficio de la plafiia
es el caso deeceptordual D14 (DWARF14)cuya funcion esegula la sefalizacion de Si
tambiénestarelacionaa a las plantas pasitas Takeuchiy colaboradores en 20Xntetizaron
nuevos antagonistas de D¥4susresultados dexcoplamientomolecularproponen queestas
moléculas bloqueala interacciorde la proteingorlo queinhiben la hidrolisisdel sustratd20].

Lascitoquinasregulan una amplia gama de procesos esenciales en las plaataSiénse puede
enfocar al estudio de su inhibicidd ejemplo mas importante escele empleddiazuon (TDZ),
utilizado en la agricultura como defoliante del algogamue actia como inhibidor de ldocina
oxidas/deshidrogenaa (CKX) quese encarga ddegradar las citoquinings por tantoaumenta
la vida util delas fitohormonasNisler y colaboradoredisefiaron, sinteta&on y evaluarorel
potencial de nuevos derivados de TIDE 20 candidatgsseleccionaron dospara su estudim
Vivo que presenteon alta selectividag mejores mergiasde interaccion cofas isoformas de la
enzimal[21].

Por otra partglos brasinoesteroides (BRs) son fitohormonas de tipo esteqoielale encargan de
diversos procesos de desarrollo, reproduccién y resistencia en las [bdéssubrimientale la
brasindlidase remonta a finales de la década de }9p0Osteriormentda investigacion de este
grupo de hormonas ha permitido determinar procesos fisiol6gicos en los que intervieda como
division y crecimiento celular, senescencialesarrollo de polen, maduracién del fruta
resistencia y adaptacion a disesfactores del medio ambienteara la década de 1990 la ruta de
biosintesis de BRs ya se encontraba mejor descrita gracias a degtstigs realizados emarios
cultivos, enparticular con el organismo modefsabidopsis thalianaEstademostrado que los
BR en la planta sencorporanen la superficie celular paaccion delBRI1 (Brassinosteroid
Insensitivel, del inglés), el cual forma parte dia familia de LRRRLKs (leucinerich repeat
receptorlike kinasegor sus siglas en inglgy cuya presencia es necesguéaa la percepcion de
los BRs y con ello el desarrollo de la plaji3], [23].

BRI1 exisk en la membnaa vegetalde forma independientmo un homodimerg puede ser
estabilizado por la union con los BR& embargo, pamrgueesta via dsefializaciorfFigura7) se
exprese completaments necesaria la heterooligomerizacion entre BRIhigmbros de la
subfamilia de LRRRLKs, como SERK(SomaticEmbryogenesifReceptorKinaseg. Este proceso
seinicia cuando se une un ligando BR a BRbermitiendcel vinculoconlos correceptorepara
formar complejosguegenera el incrementale la parteatalitica creandadnterfaces de union con
otros componentes del domirdando paso & cascadae sefalizacion

Dependiendo detorreceptoral que se unal BRI1 sera la ruta que siga y por ende la respuesta
por mencionar algunos, se puede formar el com@&-BAK1 (AssociatedReceptorKinasel
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del inglég. También se ha encontrado la presencia de BRItomplejo con SERK{ue esta
implicado enel proceso dembriogénesisOtras interaccionegjue puede establecas con las
fosfatasas comBSU1 (BRI1 SUPPRESOR complejo quenactiva al regulador negatii®IN2
(Brassinosteroidinsensitive2) queactivaa los factores de transcripcion de resistencia cuando hay
ausencia de BRdos proteinasnés encontradas erabidopsisson TTL (Transthyretirlike
protein) y TRIP1 (un homologo deT GFbreceptorinteracting proteirl) [22], [23], [24], [25],

[26].

Si bien,las uniones que puedestablecerse en la biogénesis de los brasinoestesmdesuy
ampliss, solo sehan mencionado los receptores gmda actualidad presentansestudios que
respaldan sparticipacion Es de especial interés realizara@llisisdirigido a la sefializacion de
la ruta de los receptores de embriogénemsiso quesehanselecciondo como receptores BAK1

y SERK1 para la formacién de los complejos con BRI1.

DEGRADATION
.......................................... o -

-------------------

(X2 B 1
i Misfo-Eed BRI

R Misfolded i -
ER (bri1|5/bri1-9) R £x ;
3 ER-"0p )
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| QP o/,
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Proteasome e .
trafficking(secretion Rab GTPase SNX1 U
AN SNX1 endosomes 4>

o, t
DEGRADATION @) &
% (5) Rab GTPase
SNAREs
® ©
)

®BL ’BRH 'BAK1 .}chaperone lAPZ ITPC M Clathrin AFIot1 @ Phosphorylation @b Ubiquitination

Vacuole

Figura 7. Modelo de regulacién de BRI1 en la membrana plasmaticédomado de[27].

1.1.1 BRIl

El mecanismale activacion des receptores de BRemienza por la unién entre el rece@&l1
(Figura8) y su ligando enddégenirasindlida BL). Edo se ha logrado caracterizar a través de
estudioscon los cuales seetermird el sitio actiw de la proteinalLa estructura del dominio de
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union al ligando BRI1 se ha determinado con una resoluciorbd® 2demas deok procesos de
transformacion que se desencadenan (fosforilaciones, por ejesnply posibilidades de
interaccion que pueden ocurrir postesg®a la union con locorreceptoresDe manera general
los estudios realizadason el aislamierm y caracterizaciomle los receptoreg estudo de las
mutecionesconsupresion dgenes para determinar su importarenda cascada de sefializacion
de BR927], [28], [29], [30], [31]

Figura 8. Estructura 3D del Brassinosteroidl nsensitivel, BRI1 (3RGZ) [28].

1.1.2 BRI1-BAK1

Una vezrealizadoel acoplamiento entreBBRI1 se permite la formacion del complejo BRI1
BR-BAK1 (Figura9). Hasta la fechaen los estudiosn silico realizadosse reportanambas
interacciones para poder determinar la estabilidatbiheacion delprimer acoplamientoy el

potencial de formacion del segunddao y Li [27] analizaron la via de sefalizacion de los
brasinoesteroides regulada por quinasas ctaveo se observa enféguralOal estar disponible

la brasindlida se da la unién con BRI1 y posteriormente con BAK1 que desencadena en la
activacion de BSUtuya funcionse encuentra relacioradonla inmunidad de las plant32],

via que nese activa en ausencia de BR, esta ruta es representada en el lado izquierdo de la figura
10.
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Figura 9. Complejo BRI1-BAK1 inducido por BL (4M7E) [28].
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Figura 10. Modelo de la via de transduccién de sefiales BR con BAK1

Beilei y colaboradores han desarrollado mdultiples trabajos acerca de reguladores de crecimiento
enla via debrasinoesteroide&n 2015 reporten el andlisis estructwactividad de7 BRs (Figura
11) y la descripcion de los residuos aminoacidicos cldeel®s receptorePe ello obtuvieron
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bases para disafly desarrolir analogos de bajo costo y gran actividad. Estructuralmsate
destaca la interaccion del carbonilo en el anillo B ya que mejora la energia de activacion,de BRI1
a diferencia de los compuest®4y 25 queno lo presentanLa presencia del hidroxilo en C23
fortaledd la actividad bioldgica ya que los compuestos que no presenta este sustit2@@®e (

no lograon superar las energias de la BLEn cuanto al complejo BRIBAK1, la interaccion

entre los hidroxilos del anillo A con algunos aminoacidos de BRI1 (Arg640y Tyr642) y con His61
y Val62 de BAK1 contribuy®n esencialmente a la afinid§8i3].

H 0”’//,.

" o\‘\\\\“

o

brasinolida (8)
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HO,
7
“,

H O\“‘“"

(22

@7

ci\ N—0N \/N
O/N 0. / )'—-——N
O 95
! \

Figura 11. Brasinoesteroides/ derivados comercialegstudiados por Beilei y colaboradores

Considerando la gran importancia de los B&tsotro estudiel mismo grupo de investigaciG@e
propu® como objetivoencontrada manera de sintetizar derivados no esteroidgleslogaran
activar la via de ess&ormonasPara esto estudiaron una base deslde compuestos comerciales
de uso variady evaluaronsu afinidad con el receptor BRI1 y el complejo BFBAK1, asi
desarrollaromstructuragjue fueron comparadconlos compuestos de la base de da®agprimer
criterio de selecciofue que cumplieran con los requisitos gieipos funcionales o polaridades
con loque seseleccionarob6 candidatagsestos fuerorevaluadoporacoplamientanolecular con

el receptor y el complej@xcluyendo aquellos que no interacciameron el sitio activo de cada
proteinacon lo que disminuyéa base de datos a 20 candidatos y finalmeriterios ddos tipos
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deinteracciones que presentalesmel acoplamient@\demas, este estudio sugirié que un requisito
fundamental fue la formacion de puentesitkdgeno con residuos de BAKIb que permitio la
seleccion deosderivadosomerciale26y 27, queen su evaluacion bioldgica presentabaenos
resultado$34].

A partir del estudiale acoplamiento molecular realizado a una serie de derivadus@nicos
(Figural?2), disefiadoxomo analogos de BRs, Diaz y colaboradoresysiepona dos de estos
compuestos como potenciales candidaara su evaluaciGaglicolaya que presentan energias

de acoplamientmejoresa lasde laBL con el complejo BREBAKL. En este estudio se analizaron
diferencias a nivel energéticdonde elderivadoque destat fue el 28. Otro aspecto estudiado
fueronlasinteraccimesdelos sustituyentese pudo observar qyara los derivados bealados

32-34, este grupduncional favorecéas interacciones con los receptores y que a pesar de no poseer
el grupo hidroxilo terminal en la cade@4d-norcolanica presedtun nivel energético similar
También se observaron las interaccionesHis®l y Val62, residuos de BAK1 indicados como
importantes en estudigsevios[35].

H

oy
QMo

2
2,

OAc

HO\\\\“

(28)

Ao Ao Ao

(32) @) "3 EO

Figura 12. Derivados24-norcolanicos evaluados

1.1.3 BRI1-SERK1

Con el fin dedescribir la via de sefializaci@ompletade los BRs y sabiendo importancia de
formarel complejo con BAK1(también conocido como SERK3esulta de interés conocer mejor

el funcionamiento de estaibfamilia y su relevancia en los procesos de desarrollo de las plantas
(Figura13). Para dlo se realizarordiversos estudios de aislamiento y caracterizaciéon de dicho
receptor a partir de especiesn mutacionesesto resulté sede gran ayuda en la investigacion
vegetalin silico, ya que amplia el panoranparael disefio dirigido de nuevos derivados con
actividad promotade crecimient@on efecto espéico en el proceso de embriogénd8i].
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Figura 13. Modelo de la via de transduccion de sefiales BR con SER3T].

Para realizar estudios decoplamientanolecularse empleael cristal obtenido por Santiago y
colaboradorequienesn 2013eportaon el aislamiento dl complejo BRI1BL-SERK1(Figura
14) y sugrieronala brasinélidacomo ligando endéger|{88]. Bojar y colaboradebaciendo uso
de herramientas bioinformaticaeportaon el analisis de laia de interaccion para la formacion
de los complejos entre BRilalgunoscorreceptoresle la familiaSERK la actividad catalitica
gue se desencadena y cuales son los residuos importantes para que esto se ll¢§g®]a cabo

Un estudio reciente de correlacién entre ciencia basica y dlecanivel laboratorio fue el
reportado por Nishikawa y colaboradores en 2023, deeptatan leevaluaion dela capacidad
de germinaciérde lechuga y arrozxon 6 BRs (Figura 15). Posteriormentgrelacionaron los
resultados biologicos con la evaluaciarsilico de acoplamiento con el complejo BRFERK1

paraArabidopsisthalianay Oryza sativados cuales presentaron una correlacion linesa decir,
gue existe proporcionalidad entre los estudiaslico ein vivo[40].
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Figura 14. Receptor de esteroides vegetales unido a brasinélida y almreptor SERK1 (4LSX) [38].
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Figura 15. Brasinoesteroides evaluados con el complejo BREERK1.
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1.2 Discusion deesultados

1.2.1Eleccién de compuestos
Basados en glotencialin silico delos colestanogreviamente abordadae disefié un conjunto

de 1247 derivados que fueron construidos medigat@cionesseleccionadas coal analisis
general de un 2Bxocolestno que sepuede obtenecon la apertura del espigoetal en un
espirostanpya que est@ropicia la formacion de la cadena laterala®®-26-hidroxiladay con lo
gue surgo el interés de estudiar el efecto dariar el grupo funcional en-26 el cual puede
oxidarseaaldehido y acido carboxilico,esterificarselejandaun total de 4ustituyents posibles
variable asignada coni®y (Figural6). Otra de las variacionése la estereoquimicde G25 (R;)
la cual puedestar erconfiguracionR o S esta variacion, asi contas otras ®stan relacionados
ala naturaleza de IdSP. Aqui consideramos a aquellosn o sin hidroxilo en G2 (R1) y/o C-3
(R2). Para lossustituyentefs, Rsy Rsen los atomos de carbo@es, G-6 y G-12, tambiénse toma
en cuentda 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 delos compuesto22-oxocolestaricos disefiados.

Para determinar la prioridad y el efecto de cada uno de los sustituyentes emplesalos
construccion de moléculase realiz6 el analisis estadistico de las EA agragpdr sustituyente
Primero, se determindjue los datosno seguian unalistribucion normal empleando la prueba
AndersonDarling [41]. Posteriormentese aplicda prueba no paramétrica de Kruskhllis en
cadavariable (R-R7), para cada diana evaluada. EnTkbla1l podemos ver que en todas las
posiciones existe una diferencia de su efecto sobre las EA para la interacabreceptoBRI1.

En estedisefo orientadal PECV con potencial de actividad sobre la via de activacion de ,BRI1
presenteon mejores valores de energiquellos quenC-2 notienensustituyenteEl efecto de la
estereoquimica de-25 permitié determinague elgrupode compuesto®2-oxocolesanicosde
mejorenergia son los que presentan configuraBidfinalmente, para la proteina asociada al gen
BRI1 fue posible corroborar que estadisticamente los derivad@idé y 26aldehido son los
gue se favorecen en esta interac¢ibablal).
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Tabla 1. Interacciones de derivados 2pxocolestanicos con BRI1. KruskaWallis (p < 0.05)

Posicion Mejor EA
C-2 UOAC | hOAC | H
C-3 UOAC bOAC
C-5 ©, HU UOH, H
C-6 UOAC | H | hOAc, O
C-12 H 0
C-25 S R
C-26 OAc | OH COOH, CHO

Del analisis estadistico para las energias de acoplandefdomacién decomplejoBRI1-BAK1

(Tabla2), relacionado a la resistencia a factores de edélénedio ambientf82], destaceondos

puntos primerqg que los derivados 2&cido y 26aldehidopresentan la mejor EAesto resulta
importante ya que este nivel de analisis nos permite observar clasificaciones que Unicamente por
perspectiva de los valores no podemos determithatro puntofue determinatos sustituyentes

mas importantesn la estructura pafavorecera interaccion con este complefoe laTabla2
podemos observar que los sustituyengesC-5 y la estereoquimica de-Z5 no fueron
significativos a diferencia de obtenido par&8RI1.

En contraste coal andlisisparaBRI1, donde la presencia del grupo acetilo o cetona-éns@n

las de mejor energia de acoplamiento,eértomplejo BRI1-BAK1 en el mismo carbonda
presencia de protonegjue sea un carbongmnlas quepreserdronmejor EA Sendo 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
permiira disefiarcompuestosspecificos para promovet alargamientopor la activacion de

BRI1; parabeneficiar el procesderesistencia a estrgsor la activacion de BRIBAK1, o tener

actividad dualcuando erC-6 sea base dearbonilo.

Tabla 2. Interacciones de derivado22-oxocolestanicos con BRFBAK1. Kruskal -Wallis (p < 0.05)

Posicion Mejor EA
C-2 UOAC, bOAC H
C-3 UOAC bOAC
C-5 No hay diferencia significativa
C-6 UOACc, bOAC H, O
C-12 @) H
C-25 No hay diferencia significativa
C-26 OAc | COOH, CHO, OH
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Parapromoverla activaciondel complejo BRIISERK]Y, que esh relacionadoa lagerminacion
[38], se pudoseleccionar a los derivados con instauracion €ny(protones en @2 (Tabla3)
comocompuestoslirigidos parda activacion desta via

Tabla 3. Interacciones de derivados 2Bxocolestanicos con BRESERK1. Kruskal -Wallis (p < 0.05)

Posicion Mejor EA
C-2 UOAC, bOAC H
C-3 UOAC bOAC
C-5 Hb HU OHU Cp5
C-6 UOAC, bOAC H,O
C-12 @) H
C-25 No hay diferencia significativa
C-26 OAc, OH, COOH | COOH, OH, CHO

Otro de logpardmetre de andlisis para el disefio de nueR&CV fue la EA, éstaseobtuvopara
cada derivado 22-oxocolestanicp con las3 dianas evaluadag representan el potencial de
interaccion que pueden tener los derivados como promotores de crecimiento kegetatio de
seleccién para el nivel de homologia energética se estaptaccomparativaonlas EA deBRs
naturaéscon BRI1 y los complejoBRI1-BAK1 o BRI1-SERK1(Tabla4); para este andlisis se
utilizaron como referencia BL (8), la epibrasinolidg36, ampliamente utilizado en la agricultiira
y la castasteronél8, BR con mayor similitucestructurala loscolestanos yde gran actividad
(Figural?).

HO,, i,

S
o\

0 o 3

Brasinolida (8) Castasterona (18) Epibrasindlida (36)

Figura 17. Brasinoesteroides naturales empleados como referencias para el estudisilico.
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Tabla 4. Energias de acoplamiento dbrasinoesteroidesen kcal/mol.

BRret BRI1 BRI1-BAK1 BRI1-SERK1
Epibrasinodlida -5.976 -10.522 -10.428
Brasindlida -6.469 -12.017 -10.556
Castasterona -7.572 -11.857 -11.091

El efecto promotor de crecimiento en las plastsre la via de brasinoesteroidesatribuye a la
interaccién conel receptorBRI1; en este caso, para lquimioteca de compuestos 22
oxocolestanicodisefiadose encontré que el 1829 derivadospresentan una EA igual o mejor

que el de los BR de referencize estos 125 son mejores quedpibrasinolidapero no que I8L,

98 son mejores que esta Ultinp@ro no que la castasterona y 6 superan la EA de la castasterona
(Figura 18). De esbs 229 derivados el 31.4%on acidos carboxilico83.6% corresponde a
aldehidos, derivados hidroxilados son ell20y el 14.8% restantesonderivados26-OAc.

Paraexplorarderivados con efecto de resistenc@adiciones de estrége analizarofas energias

de acoplamiento con el complejo BRBAK1. En comparacion con el nimero @&-
oxocolestanogjue presentaron energi@en BRIlal nivel de las referenciapara el complejo
BRI1-BAK1 disminuyeron drasticamentecontrario a ser una desventagate resultado es
relevantepara el disefio dirigidal PECV enfocados da resistencia a estréA. pesar de que
ninguno de los derivados disefiados logré alcanzar el nivel energétieobdasindlida o de la
castasterondlO derivadossi lograronEA similarese inclusosuperiores que la epibrasindlida
(Figural9), lo que es buen indicativo ya gésta fue ampliamente utilizada en la agricultura hace
algunos afiaDe estos ligandos que supelala referenciala mitad tienen como grupo funcional
hidroxilo en G26, 3 son derivados acetiladokg otros dos restantes sanidos carboxilicas

Como se menciond previameyige germinacion por la via de brasinoesteroides esta asociada a la
activacion del complejo BRISERK1 Energéticamentede los derivadoscon EA dentro del
intervalo de los BR naturalé®sson acidogarboxilicosy dossonaldehidos, 3 supeian a laBL,

y solo unounaldehidotuvomejor EA que la castasterorididura20). De estdue posible sefialar

a loscompuestog2-oxocolestanos de mayor grado de oxidacion como po$tB€Y especificos
parala germinacion.
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Figura 18. Gréafica de energias de acoplamiento con BRI1
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Figura 20. Gréfica de energias de acoplamiento con BRISERK1.
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Con los resultadogiel analisis energéticyg estadistico se establecieron clasificacionesode
grupos dalerivados 2zxocolestanicoasociados a cada una de las dianas y también aquellos que
podrian presentar una actividad dugto se resumen el diagrama déenn en laFigura2l. Los
derivados de laxogenind/ (Figura 22) se clasificaron con potencialctividad dual para la
formacion del complejo BRIBAK1 y BRI1-SERK1, es decirsu disefio se enfa aPECV de
resistencia a estrés y germinaci®@e la misma formaods derivados déotogenina38 son
propuestos compotencialesPECV con efectodual en las etapas de germinacion y elongacion
vegetal Como un control negativo se seleccionan a los derivados de sarsasap8geairtpie

algo muy caracteristico déstos es la configuracios en G25, que a partir delos estudios
estadisticos nmejordel acoplamientaon el receptgmi conlos 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
26CO0OH-Sg: -5.185 kcal/mol

BRI1-BAK1

26CHO-5a0OH-Lxg: -7.071 keal/mol
26CO0H-5¢0H-Lxg: -6.22
kecal/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. Diagramade Venn de ligandos especificos para cada diana
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AcO
H PECYV de sarsasapogenina

Figura 22. Derivados 220xocolestanicosle laxogenina, botogenina y sarsasapogenina

Energéticamentéos mejoresPECVparacada uno de los receptoresultaron ser los compuestos
40 paraBRI1, 41 para BRI1BAK1, y 42 paraBRI1-SERK1(Figura23).

0 o

EABRH: -7.846 kcal/mol
OAc

EAgRrii-saki= -11.644 kcal/mol
(41)

AcO

Ol
Ol

>
o

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

AcO

Figura 23. PECV con mejor energia de acoplamiento coBRI1, BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1.

Paradeterminaila correlacion entre los resultadassilico y la actividadbiologica fue necesaria
la sintesis de derivad@®2-oxocolestanicos para su evaluaci@omo se puedebservaren las
estructuras de los candidatos seleccionaésts etapaequiere la funcionalizaciode algunas
posiciones Un espirostano de interés es la diosgetigae unainsaturacion en 5, como se
requiere para la interaccion con BRI1 y la formacidn del complejoBERK1, ademastambién
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se encuentra presente en los derivados con mejor energia previamente dEstaitesrie de

PECV que pueden obtenerse a partir de diosgetienan configuracié25R, y orientacion3b en

el grupoOAc. Ademascubrela ventajade disponibilidaghor su mayor abundancia y accesibilidad

lo que permib trabajar sin restricciones las modificaciones necesarias para la obtencion de los 4
derivados en €6 mostrados en la figura 2Ademésal trabajarconeste SP ser4 mascasible
desarrollaun modelo que perita extrapolar las metodologias de sintesiros esteroidessu
optimizacion podria ser un area de intepés esbs motivos se realizo el analisis a detalle de las
interacciones de los 4 derivados de diosgecamacada una de las dianas evaluadas

(0] (0]

HO AcO

Figura 24. Derivados 22oxocoleséinicosa partir de diosgenina.

Para establecesl sitio enque los derivadog2-oxocolestanicos interaccionandgterminar las
interaccionegjue se producecon los residuosncada una de las dianas, BRI1 y los complejos
formados con BAK1 y SERK] se establad el sitio de union de los brasinoesteroides de
referencia En laFigura25 se presentka interacciénen3D de los ligandos enddégenosn BRI,

gue como se pued®bservares el mismg con esto se define la zona de interacc@membargo,
visualmente puede ocasionar confusiones, para detallar mejor este sitio de unién es necesario
realizar el andlisis de las interacciords los residuos aminoacidicestre el receptor y los
ligandos.
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Figura 25. Diagramas de interaccion 3D de BRI1 cobrasinoesteroides naturales.

Paradelimitar el sitio activo deBRI1 se determiaronlos aminoacidos y el tipo de interacciones
gue se presentan con los BR de refererasa seestable® el parametro de comparativa al
momento de analizar los ligand@&n laFigura26 se muestral diagrama de interacciones 2D de
laBL; en su estructura contiedgrupos hidroxilosde los cuales dderman puente de hidgenqg
elde la cadeneolestanica&n G23conel OHde laSER647de BRIJ, el otrg en G3, queinteractua
con un grupo hidroxilo,pero ahorade la THR729, ambosaminoacidos polaresin carga En
cambiq el hidroxilo de G2 interactla cota LYS601la cual tienecarga positivy seestablece un
puentecon los electrones libres I0®H. Las interacciones gaueden considerafistribuidasde
manera homogénggodria indicarse una ligera tendencia gure la cadena colestanicse
encuentra rodeada pam mayor numerode aminoacidosalifaticos De forma generalla
conformacion con la quBL entra en el sitio activo de BRI1 no presenta una tendencia hac
alguna zona de la estructura
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Figura 26. Diagrama de interaccion 2D dérasinélida-BRI1.

La epibrasindlida y la brasindlidale se diferencian por la estereoquimiceek@-24, la primera
presenta configuracidR, que desde una perspectiva visual se puedlasiderar un cambio no
importante sin embargo, al analizardanteracciones en el diagrama 2D de este brasinoesteroide
podemos observaFigura27) quesi hay uncambb notable erla formade interaccon entrela
estructuray los residuos del receptda cadena colestanica que anteriormente estaba rodeada de
aminoacidos alifatico@hora con el cambio de configuracién nwestra interacciones puntuales
aunque sigue siendo una zona hidrofébiPar la manera en que estan distribuidos estos
aminoacidoda molécula se acomoda de forma contraria (como en egpegmmparacion con la

BL, el Unico puente de hidgeno queforma epibrasinélida es con el OH deYR642 la
configuracion en 4favoreadd que la interaccion condtS601fueraconel oxigeno decarbonilo
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en el anillo B En generglseobservauna mayor interaccion de &ara alfa del brasinoesteroide
con los aminoacidos.
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TYR

642
PHE

681

ILE
682

(601
ASN v

A Epi br a®BiRth 11

—Puent e Hi drofcPol a@Con carga (

Figura 27. Diagrama de interaccion 2D despibrasindlida-BRI1

Finalmente, lacadena colestanicde la castasteronggual a la de IaBL, poseetambiénuna
distribucion homogéne@rigura28), solo que,en contraste coésta el tipo de interaccion de sus
hidroxilos es polar ylas interacciones hidrofébicas se carganidnda parte alifatica de la
estructuraCuriosamentgea pesar de que la castasterpnesenta un&A mayor que la Bl ésta
no forma puentes de hilyeno con el receptoia carga positiva se mantiene corogigenodel
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carbonilo en el anillo Bcomo en la epibrasindlida, 1o que puede indicarapie atomentre los
carbonos & y G-7 en elBR anterior nogenera tanta influencia dminteraccion.
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Figura 28. Diagrama de interaccién 2D decastasteronaBRI1

Para obteneta similitud entrelos derivados 2®xocolestanicos con los BR de referensia
compararon el nimero daminoacidos clayeque son aquellos que g#esentan en las 3
referenciastanto pomumero deesidus como portipo de interaccion, en la

Tabla5 se muestra el resumen de este analisigadosen rojo los amhoéacidos clavecon 11
presentdnteraccion hidrofébica? soninteraccionepolarescon THR646y ASN705, y uno de
cargapositivaconLYS601

El sitio de unién de los ligandos endogepaspicia la formacion del complejo BRBAK1. La
Figura 29 muestrasobreposicion déos tresBRs de referencia (brasindlida, epibrasinélida y
castasteronan el sitio activo. Bra detallar el sitio se realizé el analisis de interacciones con los
diagramas 2D de estos tres brasinoesteroides de referencia.
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Tabla 5. Aminoacidosde BRI1 que interactian conlos BRs de referencia

Tipo de interaccion

Compuesto Hidrofébicos Polar Con carga Puente de H
positiva
Brasindlida | MET657 ILE682 TYR642
ILE540 ILE706 PHEG81 THR646 LYS601 SER647
TRP564  TYR599 LEU615 ASN705 THR729
ILE563 TYR597 ILE592
PRO648
Epibrasindlida| PHE681 PHE658 PRO648 | THR649
ILE682  MET657 TYR599 SER647
ILE706 LEUG15 TYR597 THR646 LYS601 TYR642
ILES63 TRP564 ASN705
HIS645
THR729
Castasterona| PHE681 PHEG58 ILE540 THR649
ILE682  MET657 ILE592 SER647
ILE706 LEUG15 PRO648 THR646
TYR597 TRP564  TYR599 ASN705 LYS601
TYR642 ILES63 THR729

Figura 29. Diagramas de interaccion 3D de BRI4BAK1 con BRs de referencia.
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La presencia de lagrupacs hidroxilo facilitan la formacion de puentes de bgkno entre lo8R

de referencia y el complejaa distribucion de las interacciones hidrofébicab@®ogénea con

toda la parte alifatica de la estructysarose observaina mayor tendencia d&eracciénpolar y
formacion de puentes de hidrégeno entre los hidroxilos en el anillo A y de la cadena lateral con
algunos residuos, por ejemplo, dustidina yasparagingue son aminoécidos cearga(Figura

30).
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SER HO THR
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MET /Ei 682
E: 657 PHE
Ll E: 681
E: 649
®Con cargacHi drof—=Puent e

®@Con cargacPol a

Figura 30. Diagrama 2D de interacciones entr&RI1-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 rds@imasoacidos

clave para la formacion de este compléjalfla6) son 15 de tipo hidrofobica} son polares
manteniéndosk& THR646 del acoplamiento solo con BRI1, aqui todas las interacciones de este
tipo fueron con treoninag ambién se mantiene la interaccion con LYS601 con carga positiva, y

se adiciono a la lista de residuos clave dos interacciones de puente de hidrégeno con SER647 y
TYRG642 que se espera estén presentes en comptedatnsnados la respuesta a estres.
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Tabla 6. Aminoacidosde BRI1-BAK1 que interactian conlos BRs de referencia

Tipo de interaccion

Compuesto Hidrofébicos Polar Con carga Puente de H
positiva

Brasindlida | PHE681 PHEG658 ILE540 THR646 VALG62
ILE682  MET657 ILE5S92 THR649 LYS601 TYR642
TRP59 LEU615 PRO648 | THR729 HIS61
PHE6O TRP564  TYR599 THR63 ASN705
ILE706 ILES63 TYR597 SER647

Epibrasindlida| PHE681 PHE658 ILE540 THR646 SER647
ILE682  MET657 ILE5S92 THR649 VALG62
TRP59 LEU615 PRO648 | ASN705 LYS601 TYR642
PHE6O TRP564  TYR599 THR729
ILE706 ILES63 TYR597 THR63

HIS61

Castasterona| PHE681 PHEG658 ILE540 THR646 SER647
ILE682  MET657 ILE592 THR649 ASN705
TRP59 LEU615 PRO648 | THR729 HIS61
PHE60O TRP564  TYR599 THR63 LYS601 TYR642
ILE706 ILE563 TYR597
VALG62

Figura 31. Diagrama de interaccién 3D de BRI1IBR-SERK1.
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Del analisis de las referencias para el complejo BBRISERK1 el sitio de union para los tres
coincide, como se puede observar en la representacion en 3D del acoplafgem&Bl); éste

se define como el sitio de interés para que los ligandos disefiadas@®estanicos interactien

y produzcan un efecto positivo en la germinacion. Para delimitar mejor esta zona se busco (de la
misma manera que con los receptores anterioresyasiolsios en comun para las tres referencias

y se seleccion6 a los aminoacidos clave que se encuentran resumidietdaana interaccion
considerada importante para esta via es la HIE62 (HIS62 protonada) ya que ésta Unicamente se
presento al analizar este complejo.

Tabla 7. Aminoacidos clave parda interaccién deBRI1-SERK1 conlos BRs de referencia.

Tipo de interaccion
Compuesto Hidrofébicos Polar Con carga Puente de H
positiva
Brasindlida | VALG63 ILE540 TYR642 THR729 HIE62
PHE61  TRP564 PRO648 | ASN705 LYS601 TYR597
TRP60 ILE563 PHE658 | THR649
ILE706 LEU615 MET657 SER647
ILE682 ILE592 THR646
PHE681 TYR599
Epibrasindlida| VALG63 PHEG658 PRO648 | ASN705 SER647
PHEG61 ILE706 TYR597 THR729 HIE62
TRP60 TRP60 TYR599 THR649 LYS601
ILE682 PHE61 TYR642 THR646
PHE681 LEU615 MET657
ILES63 ILE540 ILES92
TRP564
Castasterona| ILE540 ILE682 ILE706 THR646 HIE 62
ILE592 TRP60 PHEG658 HIS645 SER 647
PRO648 PHEG61 LEU615 THR729 LYS601
TRP564 VALG63 MET657 ASN705
ILE5S63  PHE 681 THR649

En la interacciordel complejo con SERK1 los brasinoesteroitta®aon una orientacion que
favorecioque laestructuraserodearaeengeneralde residuosnedianteénteraccion hidrofobica_as
regiones donde sencuentran los hidroxilos (anillo A y cadena colestéanica) se nmuda zonas
de interaccion polar debiddadensidad electronica que aportandtzsnos dexigeno presense
y alrededor denillo lactonicoseobservanteraccion con carga positiyaigura32).
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Figura 32. Diagrama 2D de interaccién entreBRI1-BL-SERK1.

Una vez definidos los residuos clave de cada una de las dianas evaluadas se analizaron las
interacciones de los 4 PECV -B2ocolestanicos derivados de diosgenina, donde se observo la
formacion de casi todas las 11 interacciones hidrofobicas que debepaemnactivar la proteina
asociada aleceptoBRI1 como lo hacen los BRs de referencia. Unicamente el derivadd@®

no completa las cuatro interacciones polares haciéndole falta la correspondierE&edn Bse

puede observaF{gura33) que en los derivadds(26-OH) y 3 (26-CHO) estas interacciones son

con la cadena 2@xocolestanicay en el derivado2 (26-acetilado) y4 (26-a4cido) estas
interacciones se presentan con los grupos acetile®p G16 en ambos casos.
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Figura 33. Diagrama de interaccién 2D de BRI1 con a26-OH (1), b) 26-CHO (3), ¢) 26-OAc (2) y d) 26-:COOH (4).
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En laTabla8 se presentan a detalle los residuos aatfthcoscon los que interaccionan los
derivados de diosgeninasi como su clasificacion segun el tipo verdese presentaraquellas
guecoinciden con los aminoacidos seleccionados colaede los de referencia (en rojd)e
este andlisisedestac@ue loscuatro22-oxocolesanosderivados de diosgenilsan muy similares

a los BRs naturalgsues se unen en el mismitio, y en especificpor los residuos a los que se
unen aumenta su posibilidacgdactuar comoECV enfocadsa resistencia a condiciones de estrés
por la via de activacion de BRI1.

Tabla 8. Resumen de minoacidos de los derivados de diosgenirtan BRI1.

Tipo de interaccion

Compuestc Hidrofobicos Polares

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

260HDg | TYR 599 ILE 706 ILE540|THR 729 ARG 640 | GLU 730
1111 | TYR597 ALA 589 ALA539|ASN 705| LYS 601
2/2 TYR 642 PHE 658 TRP 564 THR 649
1/1 ILE 682 MET 657 ALA 593| SER 647
PHE 681 ILE 592 LEU 615/ THR 646
PRO 648 ILE 563

26CHODg| TYR 642 ILE 706 ILE592|THR 649| ARG 640 | GLU 730
11711 | TYR 599 PRO 648 ALA 593| SER 647
2/2 TYR597 ILE682 TRP 564 THR 646
0/1 LEU 615 PHE 681 ILE 563 | ASN 705
PHE 658 ALA 589 ALA 589| THR 729
MET 657 ILE 540

26COO0OH | ILE706 ALAS589 PHE 658 THR 729| LYS601 | GLU730| TYR 642
Dg ILE 682 PRO 648 MET 657] ASN 705 ARG 640
10/11 PHE 681 TRP 564 ALA 593| THR 649 SER 647
2/2 TYR 599 ILE540 LEU 615 THR 646
V1 TYR 597 ILE 563 ILE 592

260AcDg| TYR 599 ILE 592 MET 657 THR 729| LYS 601 | GLU 730 | ARG 640

10/11 | TYR 597 ALA 589 PRO 64¢ SER 639 ASP 603 | TYR 642
2/2 ILE 706 ILE 540 ALA 593| ASN 705
11 ILE 682 TRP 564 PHE 658 THR 649
PHE 681 ILE 563 LEU 615| SER 647
THR 646
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El analisis estadistico determiné quepkorEA la presentarofos derivados 2@cetiladosPara
el analisis de la serie derivada de diosgenin@a®mteracciones con los residigesobservé esa
misma tendencjaya que del totade aminoacidos clav@?2 interaccionesgste derivadq el
acetilado en €6, es el que presehel menor numerol@bla9). En los derivados 20H, 26 0Ac
y 26-CHO se resalta la interaccion col$601en la zona de loanillos A 'y B de la moléculss,
en especifico entre el acetilo beta e8 €la insaturacion en-6; para estos mismampuestos
su cadena 2xocolestanica yen la cara beta de loses primerosanillos se aglomeran las
interacciones polares e hidrofébid&sgura34). En d derivado 26acidoseconcentaronmas las
interacciones polares e hidrofobicas al final de la cadena, esaca de €5, C-26 y la zona
gue abarca @, G5 y G6, Unicamente este derivagmesentduno de los puentes dedrogeno
entre TYR642 y el carbonilo del acetato eR3C

Tabla 9. Resumen de aminoéacidos de los derivados de diosgenina con BRAK1.

Tipo de interaccion

Compuesto

Hidrofébicos Polares
Residuos | PHE681 PHEG58 ILE540 THR646 LYS601 NP TYR642
clave de lay ILE682 MET657 ILE592 THR649 SER647
referencias| TRP59 LEU615 PRO648 THR729

PHE60 TRP564 TYR599 THR63
ILE706  ILE563 TYRS597

260HDg | ILE706 PHEG658 TYR599 ASN705 THR646 | LYS601 | GLU730
14/15 ILE682 MET657 TRP564| THR63  HIE645 | ARG72

A PHEG681 LEU615 TYRS597 HIS61  SER647
1/1 PHEG60 PRO648 TYR 642 THR649
0/2

26CHODg | ILE706 TYR599 PRO648| ASN705 SER647 | LYS601|GLU730
13/15 | ILE682 TYR642 ILE540 | THR63 THR646 | ARGT2
Y PHE681 LEU615 TRP564| HIS61  THR649
1/1 PHE60 TYR597 ILE563
0/2 PHE658 MET657

26CO0OHDg| ILE540  PHEG6O0 ILES92 | THR729  SE647 | LYS601| GLU730| TYR642
14/15 LEU61S VAL62 PRO648 THR63 THR649
4/4 PHEG58 TYR597 PHEG81| HIS61 HIE645
1/1 MET657 TRP564 ILE682 | ASN705 THR646
1/2 TYR599 ILE563 ILE706

260AcDg | CYS64 TYRS597 ILE682 | ASN705 SER647 | ARG640( GLU730
10/15 VAL62 PHEG681 ILE706 | THR63 THRG646 | LYS601

4/4 PHEGO LEU615 CYS64 | HIS61 HIE645
1/1 PHEG58 TRP564 TYR642| GLN47 THR729
0/2 MET657 TYR599 THR649

46



Del analisis del complejBRI1-SERK1 bk interaccioncon HE62 fue seleccionada como
importanteya que solo se presentd entre las referencias y esta slimeajbargo, en ninguno de
los derivados de diosgenina estuvo presehaébla 10). Esto significa que la serie derivada de
diosgenina no es conveniente para el proceso de germinacion, pero baalesaltarqueel
andlisisestadistico indicaue tener un doble enlace entre6 ¢ G6 fue el sustituyente que
mejoraba la energia de acoplamiento, en el diagrama de interaccidfig2ita 35 podemos
observar que cerca @&5 sepresentaren su mayoriateracciones de tipo polar e hidrofébicas

Tabla 10. Aminoacidosde BRI1-SERK1 que interactian conlos derivados de diosgenina

Compuestq Aminoéacidos hdrofébicos Polares _

Residuos| VAL63 TRP564 PRO648| THR729

clave de laj PHE61 ILE563 PHEG58 | ASN705 LYS601 HIEG2
referenciay TRP60 LEU615 MET657 | THR649
PHEG81 I[LE592 THR646

260HDg | ILE 706 LEU 615 PHE658| THR 729 | LYS 601 SER 647
10/14 VAL 63 ILE540 MET 657 | THR 64
4/4 PHE 61 TRP 564 TYR597 | HIE 62
1/1 PHE 681 ILE 563 ILE 592 | ASN 705
0/1 ILE682 TYR 642 ALAS593 | THR 649
PRO 648 TYR 599 THR 646

26CHODg|TYR 642 ILE563 ILES592 | THR649| LYS 601
9/14 TYR599 ILE540 ILE706 | SER 647
4/4 LEU 615 TRP 564 PHE 681| THR 646
1/1 PHE 658 PRO 648 PHE 61 | ASN 705
0/1 TYR 597 ILE682 MET 657 | HIE 62

THR 64

THR 729

26COOH [TYR 642 ILE563 PHEG61 | THR649| LYS601 | SER 647
Dg |TYR599 TRP 564 ILE 706 | THR 646
10/14 |LEU 615 ILE592 VAL 63 | ASN 705
4/4 | PHE 658 PRO 648 ILE 540 | HIE 62
1/1 | TYR597 PHE 681 THR 64
0/l |MET 657 ILE 682 THR 729

260AcDg| TRP 516 PRO 648 TYR 597 | THR 646 | LYS 601
9/14 LEU 615 ILE682 TYR 642 | SER 647
4/4 ILE 540 PHE 681 PHE 658 | THR 649
1/1 ILE 592 PHE 61 MET 657 | HIE 62
0/1 TRP 564 ILE706 TYR 599 | ASN 705

ILE 563 THR 64

THR 729
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1.3 Metodologia

Parael analisisin silico sedisefidé una base dmmpuestos partir de la estructura base de los
derivados 2zxocolestanicos previamente evaluados en el grupo de investigacion de Sandoval y
colaboradore$42] [43]. Se selecciond una serie gastituyente®n 7 posicionesdel esqueleto
basecon determinadastereoquimicérigura36).

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-oxocoles@nicas seleccionadas pareealizar el disefio de nuevos PCE.

Las estructurade losligandosfueron construidasn 2D corel softwareSchibdingerMaestrd44]

y seprepararon con ehddulo LigPreg mediantela minimizacion de energieon el campo de
fuerzasOPLSA [45]. Los estados de protonacion de los compuestos modelados fueron ajustados
al pH fisiologico de plantas (pH 6.5), mediante las rutinas Bgiky Glide v.XX[47], de la suite

de Schrddinger

Los receptoreseleccionads BRI1, BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1 (cédigos PDB: 3RGR8],

AMTE y 4LSX[38], respectivamen)e[48] fueron preparadas caayuda @l mddulofProtein
Preparation Wizarl[49], para prepardos receptoreseeliminé el aguaseindicaroncondiciones
fisiol6gicas de pH y temperatura.

Se evalaron in silico 1247 estructuras 2@xocolesénicas los célculos de las energias de
acoplamiento moleculdEA, en kcal/mol)entre ligandeproteinafueron realizados utilizando el
programa Glidel47]. Los resultados denteraccionesespaciales y particulareson residuos
aminoacidicos de cada proteisa visualizaronempleando la plataform@chibdinger Maestro
[44].
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Se determinoé la importancia de cada descriptatuadomedianteanalisis estadisticde utilizo

la pruebano paramétric&ruskallWallis [50], dadh la no normalidad de los datdeterminada

con la prueba Andersoarling [41]. Se compar6 el nivel energétiae Ics ligandos 22
oxocolestanicosisociados al recept®RI1, y alos complejo8BRI1-BAK1 y BRI1-SERK1 Se
determind Blos ligandos son anélogos de brasinoesteroides (BR) al examinar el sitio de union y
las interacciones con los residuamincacidicos. Los BR de referencia fuerdarasinélida,
epibrasindlidey castasterona
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CAPITULO 2. Sntesis y caracterizacion

[ —



2.1 Antecedentes
2.1.1Aperturas del espiroacetaspirostanico

Llevar a cabo unaintesis sin ninguna idea de si el cambio es benéfico o ndogaaa
actividad biol6gica no es aconsejable. nEla actualidad es posible disminuir esta
incertidumbrecon el empleade herramientas bioinformaticas que permiten predecir el
potencial de ligandos camadiana de interéfs1]. El andlisis de moléculas con actividad
anticancerigena muy potente conllevo 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-@dcolestadnicas que han tenido alta actividad como
anticancerigenos, antifangicos, antiinflamatorios y otros, concluyendo que un grupo
carbonilico en compuestos colestanicos deviene un farmacoéforo imp@&in{e3].

Dentro de los primeros estudios realizados por Marker estabsgadila de rutas dmtesis
que derivaran en progesterona, en este cameportd & obtencidndel intermediario
pseudosarsasapogenival tratar sarsasapogenifad con anldrido a&tico a 200°C, con
un rendimiento del 70%omo se muestra enEesquemal [54].

(6]
1) Ac,O
200°C, 10 h
2)"OH

HO

H H

Esquemal. 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 logro, pero si obtenerla a menor temperatura,°’@ $80emplear presiones
elevadas. Una alternativa de esta metodologia fue la obtencidbn de estructuras
pseudosapogeninicas con un halégeno en carbono 26, el derivado 4®sadabtuvo con

93% de rendimiento mientras que el yoddésolo con 509455], [56], a una temperatura

de 140°C Esquema).
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Ph;P /X, /base
—_—
140°C.0.5h

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

HO HO

==t 111D

H

Esquema2.Formacion de pseudosapogeninas halogenadas ef26.

En 2006 Lopez y colaboradoragporaronla apertura selectiva del anillo F de acetato de
sarsasapogening8 (EsquemaB), el cual se logré con el tratamiento oxidativo de 48 para
poder introducir una cetona ehcarbono 23 geen medio 4cido propicié dicha apertura,
finalmente con una ciclacion interna se olotuw sistema bifuranic#9 hidroxilado en €22

y C-23[57].

jon
O

“\\\\\\\\

NaNO, / BF;*OEt,
AcOH agq.

(48)
AcO

AcO

H

Esquema3. Formacién de cadena lateral bifuranica.

Hamid y colaboradores realizaron la apertura del anillo F (espiroacitadcetato de
diosgeninab0, la cual primero fue acetilada en C3 para evitar que tastara algura
modificacion no deseagé#a aperturase realizd en medio acidgaraobteneruna cadena
colestanica coel alcohol terminal(C-26) el cualse oxid6 a saldehido correspondienye
posteriormentenediante una ruptura oxidativa se obtuvedtonaen G25(Esquemd). Los
compuestodueron evaluados en lineas de cangatemostraron una alta actividad, en
especial el derivadbl con la induccion de apoptositBambién fueron ealuadosn silico,
estudioparael cualseemplearorcomo dianas la caspa8g caspasf relacionadas a la via
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de apoptosisFinalmente reportarola toxicidad de51 quea 1000 mg/kg no presentaron
efecto toxicd58].

‘,\\\\\“\

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

(1)

AcO

PCC, DCM seco
reflujo, 1 h, 91%

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

AcO
AcO

Esquemad. Ruta de sintesis de nuevos agentes anticancerigenosddapertura del espiroacetal de
diosgenina 55.

Generalmente en investigacitos grupos tienen lineaspecificagle trabajoactualmente
se presenta mas la diversificacion sobre todo en campos de apligaesim,es algo que se
ha destacadprincipalmenteen estecapitulocon lasmetodologias reportadde apertura de
espiroacetalesConsideranddo anterior, se retomaron varios estudios, iniciamos efon
trabajo de investigacion de Maycki y colaboradoresjuienesn 2015eportaonla apertura
regio y estereoselectiva desteroides22-oxo-23-espiroacetalicoanediante reacciones
catalizadas coBFsA O Bytenotro estudio con TiGl Trabajaron con los derivados de acetato
de diosgenin&0, hecogenin®4, tigogeninab5y botogenind6, para la etapa de apertuta

la piranona (los 2®xo-23-espiroacetalicgsutilizaron anhidrido acéticoBF:AEt, como
catalizadoy DCM a temperatura ambientBEgquemab) para dar con los derivados con el
anillo F abiertoen rendimientos del 682%[59], [60].
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‘“y, 7 iy

BF,* OEt, /Ac,0
_—

CH,Cl,
1.5 h, Tymp
AcO AcO
z z

(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

Esquemab. Apertura regioselectiva de esteroides 2@xo-23-espiroacetalicos.

Los derivados esteroidales espirostanttas demostrado un gran potenciall®gico, por

lo tantg en el grupo dérdagiy Yildiz en 2022 sintetizaroncompuestosle este tipo que
conteniaratomos de nitrégeno en su estructuexaluaron laviabilidad celular yfa actividad
antiproliferativaen células de cancer de pulmomamaEllosutilizaron como materia prima
la diosgenina6l y con la apertura reductiva del anillo Bbtuvieronel derivado62.
Posteriormenteel OH de lacadena colestanida tosilaronpara generar un buen grupo
salientey favorecerla inserciéondd nitrégeno Esqueméb) [61].

",
7,
7o

0
TsCl, piridina
12 h, 80%

LiAlH,, AICl; Et,0

15 min, 65%

(61) (63) Ry=Ts, R,=OTs

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

HO

HO' R,0

Esquemas. Sintesis de furostanos modificados en el anillo F.

Zhangy colaboradores en 2022 realizaron un estudio de disefio y sintesesv/de derivados

a partir de laapertura del espiroacetal desgeninaincluyendo 24 compuestos acetilados y
8 nitrogenados, este trabajo reguktlevante en cuantola aplicacion, ya quelaisefio se
fundamend en el potencial dios compuestos esteroidales de cadena abierta obtgmidos
Erdagi primeroacetilaronel C-3 de diosgeninél para evitar subproductos que erande
interés, posteriormentgenerarorel alcohol termal 65 reportado por Erdadsin la previa
acetilacion en €3), utilizando cianoborohidruro de sodio en medio acidespuésfue
tosilado paraobtener66, a éstele insertarorheterociclos y cadenas qoenteniamitrogenqg
derivados67a-f que conhidrélisis en medio basicoegresaron a tener OH enr3¥%8a-f
(Esquem&) y fueron evaluadosomo potenciales antiinflamatorifg?].

Ry
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OTs

a
61 —> 50 —>

(66)

AcO AcO Yoduro de tetrabutilamonio, K,CO3

L . . . DMEF, 80 °C, 24 h
(a) Ac,O, THF, piridina, Tamb, 6h; (b) HAc, cianoborohidruro de sodio, CH,Cl,;

(c) Trietilamina, cloruro de 4-toluensulfonilo, CHZCIE, Tamb, 24h.

O NaOH, MeOH
-~

DCM, 24h, Ty

A 2N A S
OO LT LD

Esquema?. Ruta de sintesis de derivados de diosgenina.

Como seha descrito en este capitulorkgioselectividad dapertura del espiroacetedria
dependiendo deicido de Lewis utilizaddo mismo ocurrel abrir el anillo Een conjunto
con el F, esto ha sido un area de interés lmmrgrupc de investigacion d&antillan y
SandovalRamirezquienes han reporta@sta apertura en sapogeninas de la seRg 25S,

por ejemplocuandautilizaron BFsA O fen medio acido con diosgenina y hecogefiiesla
serie 25R) se favorecid la formacién delos derivados epoxicolestenos con alta
estereoselectividacgtn cambiacon sarsasapogenin25g) los productogueronuna mezcla
de epoxicolesteno y furosteftsB], [64].

Con el objetivade ampliata aplicacion de estas reaccioe@sapogeninas, Santh repord

a inicios de estafo la aperturale esmilagenin&9 (EsquemaB) de la que se obtaven
mayor rendimiento el epoxicolester@, dos derivados furosténicosl diacetilado en €0

y C-23 71 con un rendimiento del 209 en mucha menoproporcion(trazas)el furoseno
72 acetiladosolo en G23, con este trabajo tambiéeportaroria identificacion de un nuevo
derivadg el 73 caracterizado comepoxicolesten®-orientado (28) [65].
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H

Esquema8. Apertura de anillos E y F en esmilagenina.

2.1.2Sintesis deompuestof2-oxocolesénicos

Tomando en cuentzondicionesespecificasa metodologia anteriae ha reportado para la
obtencién de derivados 2Xocolestanicode diferentes sapogeninastualmente se pueden
encontrar mdultiples reportes de grupos de investigacion abordados anteriormente, la
diferencia entre ellos radica &6 tiempos de reaccion, la temperatura a la cual se lleva a
cabo o la relacién molar entre la mezcla deQX@&FsA O Ecbnla sapogenina de estudio

Existen también multiples aplicacionesaigividad biolégicgara lo22-oxocolestangen
algunos casosesultan como intermediarios de rutas de sintesis de otros derivados de interés
biolégico. A continuacioyse presentalas estructuras reportadas y las caracterisgigase
reportan en diferentes metodologf@ablall).
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Tabla 11. Resumen de derivados 2Bxocolestanicos como productos de interés para evaluacion

biologica o intermediarios.

Derivado 22-oxocolestano Condiciones Actividad
dereaccion biolégica
(0]
H OAc Ac.0,
S EtOABF Fueon
OAc De 0 a-5°C | disefladecomo
70-87%[66] analogs del
(2)X: A5, Y: H, Z: HLH, (25R) anticancerigeno
AcO (74) X: oH, Y: H, H, Z: O, (25R) OSW1
! (75) X: BH, Y: H, H, Z: H, H, (255)
(0]
I OH
OAc
O (1) X: A%, Y: H, Z: HH, (25R)
(76) X: aH, Y: H, H, Z: O, (25R)
Y Ac:0,
OH . .
. o7 . Et,O A B F| Intermediario
- a0 °C para
86%([52], | anticancerigeo
[67],[68], |en lineas deg
[69] cancer

(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)

cervicouterino:
HelLa, CaSki vy
ViBo
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Continuacion Tabla 11.Resumen de derivados 2Bxocolestanicos como productos de interés para
evaluacion biologica o intermediarios.

Derivado 22-oxocolestano Condiciones Actividad
dereaccion biolégica
(6]
T OH
AcO Y OH
AcO
Y OH
AcO, OAc Ac0, Promotor de
o Et,O A B F | crecimiento
a0°C vegetal en var
AcO™ 0 0 d
85%, 83% y e arroz
0 66% mexicano,
De la apertura se obtuvieron los compue$tp§0y en el [42], [43] usando la
hidroxilo en C26 se realizaron sustituciones y finalmente prueba de
reduccion para obtener los compuestos evaluados: inclinacion de
0 lamina de
arroz

AcO (84) X: A°, Y: H, Z: H,H, (25R) 95%

X (85) X: oH, Y: H, H, Z: O, (25R) 94%
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Continuacion Tabla 11. Resumen de derivados 2@ocolestanicos como productos de interés para
evaluacion biologica o intermediarios.

Derivado 22oxocolestano

Condiciones de

Actividad biologica

reaccion
Compuestd
Del que se pueden obtener las oximas siguie
o N/OH
Ac0, Actividad
Et,O A B F | antiinflamatoria in
a0°C vivo en modelo d¢g
(86) R: OAc, 25R [53] inflamacién de orejq

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

0O

de ratén

60



2.2 Discusion deesultados

La obtencion deok candidatos 2@xocolestanicose llevé a cabmediante metodologias
disefiadas paanalisis de retrgintesis. Se partidel producto de interésasi se selecciono
a las materias primas pertinentes y las modificaciones neces&malaEsquemad se
presental esquema de reaccion de los derivados a evaluar, teriemndaseal derivado
1 26 hidroxiladopara la obtencion del 26 acetila?ld?6 aldehid®By 26 acido4.

Esquema9. Esquema de reaccion para la obtencion de los derivados de diosgenina.

Existe unagran variedad de esteroides espirostanicos naturales a partir de los cuales se

pueden obtener esta serie de derivadesxX@2olestanicos, entre ellos la diosgenina, ha sido
ampliamente utilizada y modificada con la finalidad de incrementar su potend&dajitio

En el capitulo de estudia silico se abord6 a los derivados de diosgemoasiderand@n
primera instancia la funcionalidad y su facilidad para modificgride esta formabtener
promotores de crecimiento vegetal.
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