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Cancion del pirata

Con diez cafones por banda,
viento en popa, a toda vela,
no corta el mar, sino vuela
un velero bergantin.

Bajel pirata que llaman,

por su bravura, el Temido,
en todo mar conocido

del uno al otro confin.

La luna en el mar riela,

en la lona gime el viento,

y alza en blando movimiento
olas de plata y azul;

y ve el capitan pirata,
cantando alegre en la popa,
Asia a un lado, al otro Europa,
y alld a su frente Estambul:

«Navega, velero mio,

sin temor,

que ni enemigo navio

ni tormenta, ni bonanza
tu rumbo a torcer alcanza,
ni a sujetar tu valor.

Veinte presas
hemos hecho
a despecho
del inglés,

y han rendido
sus pendones
cien naciones
a mis pies.»

Que es mi barco mi tesoro,
que es mi dios la libertad,
mi ley, la fuerza y el viento,
mi Unica patria, la mar.

«Alla muevan feroz guerra
ciegos reyes

por un palmo més de tierra;
que yo aqui tengo por mio
cuanto abasta el mar bravio,
a quien nadie impuso leyes.

Y no hay playa,
sea cualquiera,
ni bandera

de esplendor,
que no sienta
mi derecho

y dé pecho

a mi valor.»

Que es mi barco mi tesoro,
que es mi dios la libertad,
mi ley, la fuerza y el viento,
mi dnica patria, la mar.

A la voz de «ibarco viene!»
es de ver

cOmo vira y se previene

a todo trapo a escapar;
que yo soy el rey del mar,
y mi furia es de temer.

En las presas
yo divido

lo cogido
por igual;
sélo quiero
por riqueza
la belleza
sin rival.

Que es mi barco mi tesoro,
que es mi dios la libertad,
mi ley, la fuerza y el viento,
mi Unica patria, la mar.

iSentenciado estoy a muerte!
Yo me rio;

no me abandone la suerte,

y al mismo que me condena,
colgaré de alguna entena,
quiza en su propio navio.

Y si caigo,

¢qué es la vida?
Por perdida

ya la di,
cuando el yugo
del esclavo,
como un bravo,
sacud.

Que es mi barco mi tesoro,
que es mi dios la libertad,
mi ley, la fuerza y el viento,
mi dnica patria, la mar.

Son mi musica mejor
aquilones,

el estrépito y temblor

de los cables sacudidos,
del negro mar los bramidos
y el rugir de mis cafiones.

Y del trueno

al son violento,
y del viento

al rebramar,
yo me duermo
sosegado,
arrullado

por el mar.

Que es mi barco mi tesoro,
que es mi dios la libertad,
mi ley, la fuerza y el viento,
mi Unica patria, la mar.

José de Espronceda
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1. Hormones de creixement vegetal.

El creixement d’una planta ve determinat per el seu codi genétic i per factors externs
com sén la llum, la temperatura, I'accés a I'aigua i als nutrients, etcetera. A nivell molecular
la regulaci6 d’aquest creixement es realitza mitjangant uns compostos que s’anomenen
fitohormones o hormones vegetals.”” En general, les hormones s6n productes de secrecié
de certs organs del cos animal i de les plantes les quals un cop transportades per la sang o la
saba i en molt baixa concentracié, exciten, inhibeixen o regulen I'activitat d’altres organs. A
diferencia de les hormones animals, la biosintesi de les hormones vegetals no esta
relacionada directament amb una glandula, sin6 que esta gairebé present en totes les
cel-lules.

Es creu que les fitohormones poden actuar segons dos tipus de mecanismes.*"" En el
primer, I’'hormona es capag de travessar la membrana cel-lular i un cop en el citoplasma
s'uneix amb el seu receptor formant un complex. Aquest complex dissociat o sense
dissociar, entra en el nucli i afecta a la sintesi d’ARN missatger. En el segon, I’hormona
s'uneix a un receptor de membrana formant un complex en el qual es provoca un canvi
conformacional del receptor que desencadena una cascada de reaccions amb efectes
diversos en el citoplasma.

A nivell microscopic les fitohormones promouen la sintesi de proteines, faciliten el
transport de productes fotosintetics, regulen el nivell d’aigua de la planta, etcetera. A nivell
macroscopic incrementen la floracié, acceleren o retarden la maduracié dels fruits,
disminueixen la seva caiguda, etcétera. Per totes aquestes propietats les fitohormones sén
utilitzades en agricultura com a reguladors del creixement vegetal.

Classicament, les fitohormones es classifiquen en cinc grans classes: auxines,
gibberel-lines, citoquinines, l'acid abscisic i I'etile (Figura 7). No obstant, hi ha altres
compostos i families de compostos de naturalesa molt diversa que també sén considerats
com fitohormones.

H‘N/\/( COOH
H H z
c=c W LY )
H H S N N
H H
etilé zeatina acid indolacétic acid gibberel-lic (GA;) acid abscisic
(Citoquinina) (Auxina) (Gibberel-lina)

Figura 1: Els cinc grups classics de fitohormones.

La cronologia de les fitohormones és:

e 1901 = etile:"* estimula I'obertura de les flors, la maduraci6 del fruit i la caiguda de les
fulles. També contribueix al creixement i a la diferenciaci6 entre l'arrel i la tija.

e 1913 = citoquinines:” augmenten la divisi6 cellular, participen en la floracid, la
degradaci6 de la clorofil-la i inhibeixen la caiguda de les fulles. Com exemples hi ha la
zeatina, la quinetina i la benciladenina.

e 1926 = auxines:"""” afavoreixen I'elongacié cel-lular, contribueixen al creixement de la
planta i a la maduracié dels fruits. L'exemple més caracteristic és |'acid indolacetic
(IAA).

e 1935 = gibberel-lines:"® indueixen la germinacié de les llavors i determinen el creixe-
ment de la tija provocant |'elongacié dels brots i els entrenusos. L'exemple més
caracteristic és |'acid gibberel-lic (CA;).
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e 1958 = morfactines:'” formada per diversos fluorens substituits.

e 1963 = l'acid abscisic (ABA):" propicia la caiguda de les fulles, frena el creixement de
la tija i inhibeix la germinaci6 de les llavors.

e 1971 = poliamines:' alguns exemples son la putrescina, la cadaverina i I'espermidina.

e 1979 = brassinoesteroides:* alguns exemples son la brassinolida i la castasterona.

e 1990 = jasmonats.”'

La present tesi es centra en el camp dels brassinoesteroides (BRs) els quals formen part
d’una extensa familia de productes naturals: els esteroides.

2. Esteroides.

Els esteroides sén molecules complexes que es caracteritzen per tenir l'esquelet
fonamental del ciclopentanperhidrofenantre parcial o completament hidrogenat,
normalment amb grups metilics a C10 i C13 i sovint amb grups alquilics a C17. Per
extensid, pot tenir lloc una o més escissions d’enllagos, expansions dels anells i/o
contraccions de |'esquelet. La gran diversitat estructural que presenten esta associada a una
gran diversitat d’activitats biologiques de gran transcendencia vital.

12,
1 ‘13'"\16
e oY et

3, 5, 7
N 42 N 6"

Figura 2: Esquelet de ciclopentanperhidrofenantre i numeraci6é IUPAC.

Dins el regne animal els esteroides abasten compostos amb funcié tan diversa com els
zooesterols representats pel colesterol, els acids biliars, la vitamina D, les hormones sexuals
masculines i femenines, les hormones corticoides o corticosteroides, ecdiesteroides i neuro-
esteroides.

En el regne vegetal també presenten mudltiples funcions: fitoesterols, bufanolides,
brassinoesteroides, els alcaloides esteroidals o sapogenines, ecdiesteroides i cardenolides.
Abans de I'aillament de la brassinolida hi va haver una llarga discussi6 sobre si els esteroides
realitzaven o no funcions hormonals en les propies plantes.****

3. Brassinoesteroides (BRs).

3.1. Cronologia.

L'any 1941 Mitchell i Whitehead del Betsville Agricultural Research Center (BARC) que
pertanyia al United States Department of Agriculture (USDA) van observar que extractes del
pol-len del blat de moro (Zea mays) tenien activitat com a promotors del creixement
vegetal.” Des de llavors es va analitzar el pol-len d’unes 60 espécies, de les quals unes 20
van donar activitat biologica en el test del segon internodi de la mongeta.”® L’any 1970 van
publicar a Nature un article titulat “Brassins — A new family of plant hormones from rape
pollen”.”” Tot i que els brassins eren principalment una barreja d’acids grassos de glicerol*® i
glucosa,”® semblava que la seva activitat s’havia de deure a algun altre component
minoritari. L’any 1974 la USDA va iniciar un projecte per aillar el principi actiu dels brassins
a partir de 227 kg de pol-len de colza (Brassica napus L). L'any 1979 Grove i col-laboradors
van aconseguir aillar 4 mg d’una substancia cristal-lina que van anomenar brassinolida (bl,

-18/249 -



Introduccid

Figura 3),% la qual van caracteritzar i identificar mitjancant dades espectroscopiques i RX.
Aquest any és considerat com I'any del descobriment dels BRs i, de fet, la majoria d’articles
comencen fent referéncia a aquesta data i a aquest autor.

Figura 3:"Camp de colza (Brassica napus), detall de les flors i estructura de la
brassinolida (bl).

El descobriment de la brassinolida no va passar desapercebut a la Universitat de Nagoya
al Jap6. Des de 1966 la Universitat treballava amb uns extractes vegetals (Dystilium factors)
que presentaven activitat similar a les auxines en el test d’inclinacié de la lamina d’arros.
Aquests extractes presentaven unes propietats quimiques molt similars a les descrites per la
brassinolida.*® L’any 1982 Yokota i col-laboradors van aillar del castanyer japoneés (Castanea
crenata) el segon brassinoesteroide natural que van anomenar castasterona® (cs, Figura 4).
De bon principi van postular que es tractava del precursor biogenetic de la brassinolida, la
qual cosa van acabar demostrant I’any 1990.°" Préviament, I'any 1984 van demostrar que
els “Dystilium factors” eren una barreja de brassinoesteroides.

Figura 4: Arbre del castanyer japones (Castanea crenata), detall de les flors i estructura
de la castasterona (cs).

Des del descobriment dels BRs s’han realitzat arreu del mon nombrosos treballs per
identificar-los dins del regne vegetal, determinar la seva acci6 fisiologica, establir el seu
metabolisme, sintetitzar-los en el laboratori i I'avaluar la seva resposta en proves de camp.
Per aconseguir-ho s’han desenvolupat nombroses tecniques de purificacié i analisi, diferents
bioassajos, nombroses estrategies sintetiques, estudis de genetica molecular i estudis de
correlacié estructura-activitat. Fins I'actualitat, s’han publicat més de 1.200 articles, uns 300
articles de revisio, 5 llibres i més de 150 patents.
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3.2. Distribucié en el mon vegetal.

Els BRs es troben distribuits de forma omnipresent en el regne vegetal.”> S’han trobat en
almenys 44 especies vegetals que inclouen 37 angiospermies tan monocotiledonies com
dicotiledonies, 5 gimnospermies, 1 alga i 1T molsa. Es troben en un marge de concentracions
molt ampli que va des de 0,1 fins a 107" nmol/gram. Aquestes concentracions depenen
molt de |'especie, del periode de desenvolupament i de la part de la planta. Les majors
concentracions s'aillen en les parts amb major activitat reproductora com el pol-len, les
flors, les llavors i els petits brots.

3.3. Diversitat estructural.

Els BRs naturals tenen en comd un esquelet de 5a-colesta (Figura 5). Les seves variacions
estructurals venen descrites pel tipus de funcionalitat i/o la seva orientaci6 en tres zones ben
diferenciades: L'anell A, I'anell B i la cadena lateral. S’ha arribat a aillar i caracteritzar fins a
40 BRs i 4 conjugats els quals es poden classificar segons el nombre d’atoms de carboni en
la seva estructura.”” No obstant, és molt més dtil classificar-los segons les principals
funcionalitats.

. ;9 Pla de I'esquelet
27 10”7 esteroide
1 Al
H

Figura 5: Esquelet de 5a-colesta. Numeracio, definicié dels anells i de les cares a. i B.

En l'anell A la diversitat estructural és bastant gran. S’identifiquen 10 tipus de
modificacions estructurals segons el nombre de grups funcionals presents, del tipus de
funcionalitat, la seva posici6 i la seva orientaci6 (Figura 6). La majoria de BRs naturals (19 de
44) presenten el diol 20,3a. Hi ha dos derivats on I'hidroxil en 3f esta esterificat en forma
de laurat i miristat.

cb b b nch ok ik
HO" C; H C, O Co c, HO" c H c; HO" Co Co
®) ®) @ m ® ®

(19) (3)

OH QH
HO,. ﬁcg H;dcg o : ! :Cg o O,dcg
HO" Co H Co CHQ,_(CHz)m/IL Ce CH3—(CH2)12)L Co
M M m M

Figura 6: Diversitat estructural dels BRs naturals en I’anell A. Entre parentesi s'indica
el nombre de BRs naturals identificats amb aquesta estructura.

En I'anell B la diversitat és més reduida ja que només s’han trobat 3 modificacions
estructurals (Figura 7). L'anell B és un punt important en la diferenciacié dels BRs i
genéricament es parla de lactones i cetones. Tot i que els BRs més actius sén lactones, la
majoria de BRs naturals aillats son cetones.
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Cr Ci Cy c
14
C1b C14 Cy Ciy S
C; c; C; o
6-deoxo cetona lactona
(10) (28) (6)

Figura 7: Diversitat estructural dels BRs naturals en l'anell B i nomenclatura. Entre
parentesi s'indica el nombre de BRs naturals identificats amb aquesta estructura.

La cadena lateral es va classificar inicialment en tres grups segon el nombre d’atoms de
carboni presents: C,,-BRs, C,5-BRs i C,o-BRs (Figura 8). Aquests grups donen pas a 8
modificacions estructurals i un derivat.

H
I.'.
C,,—BRs =
C; OH
28-norBRs
3)
H H = H H
'-.M "-.'i{:\( "--'iH‘\( "-M
Cy;;—BRs =
Cy; OH ¢; OH C; OH Ci7
BRs 24-epiBRs dolicolides 23-deoxoBRs
19 4) 4) M
H H H OH
- <
Coo=BRs C, OH ¢, OH ¢, OH ¢, O
28-homoBRs 28-homodolicolides 25-homodolicolides CHZOHO
3) 3) (6) HO
H OH

(2)
Figura 8: Diversitat estructural dels BRs naturals en la cadena lateral i nomenclatura.
Entre paréntesi s'indica el nombre de BRs naturals identificats amb aquesta estructura.

Actualment la cadena lateral és el principal criteri de classificacié dels BRs. Es parla de
brassinolides quan la cadena lateral és la de la brassinolida, epibrassinoesteroides (epiBRs)
quan la cadena es la de la 24-epibrassinolida, homobrassinoesteroides (homoBRs) quan la
cadena es la de la 28-homobrassinolida, etcétera. Un altre punt important és la configuraci6
del diol en C22,C23. Tot i que tots els BRs naturals aillats presenten el diol en configuracié
22R,23R, per sintesi també s'obté el diastereoisomer 225,23S. Aixd déna lloc als
22S,23S-brassinoesteroides (Figura 9).

OH =
h "-,(:\/.\r
C; OH ¢, OH
(22S,23S)-28-homoBRs (225,235)-24-epiBRs

Figura 9: Exemple de dos cadenes laterals de 225,235-BRs i nomenclatura.
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3.4. Biosintesi.

L’any 1997 Sakurai i Fujioka van establir la ruta biogenetica dels BRs mitjangant estudis
bioquimics sobre cultius de céllules de Catharanthus roseus.*** La brassinolida es sintetitza
a partir del campesterol per dos camins diferents (Figura 70): a) ruta de la prompte
oxidaci6™ (early oxidation pathway) i b) ruta de l'oxidacié tardana® (late oxidation
pathway). Estudis en mutants nans de la rabanisa (Arabidopsis thaliana) i el peésol (Pisum
sativum) deficients en la sintesi de BRs han confirmat que ambdds rutes biosintetiques
operen en diverses espécies vegetals.

L'observaci6 suggereix que la ruta de la prompte oxidaci6 opera predominantment en
condicions de foscor, mentre que la ruta de I'oxidaci6 tardana té lloc predominantment en
condicions de llum.***

Degut a la complexitat de la pauta que segueixen els BRs, es creu que poden haver-hi
altres camins incloent ramificacions i modificacions.*

3.5. Acci6 fisiologica.

Els estudis dels efectes fisiologics van comengar amb els brassins als Estats Units i els
“Distylium factors” al Japé molt abans del descobriment de la brassinolida. A nivell cel-lular
actuen augmentant la divisié cel-lular aixi com la mida i la elongaci6 de la cél-lula.” Tenen
un paper important en processos de fotoregulaci6*® i en el control hormonal de les
plantes.*’ Afavoreixen la germinacié de les llavors, augmenten I'alcada de les plantes, el
gruix de la tija, la inclinacié de les fulles, etcetera.***’ De fet, la manca de BRs condueix al
nanisme.

Aplicats en proves de camp, incrementen el rendiment i la qualitat de diversos tipus de
cultiu ja siguin cultius extensius com I'arros, el blat, la soja, el blat de moro... com cultius
d’alt valor afegit com bolets o plantes ornamentals. També s’han descrit que confereixen a
les plantes resisténcia a: a) agents quimics com herbicides i pesticides,** b) factors
mediambientals adversos*** com una elevada salinitat,***’ exposici6 a temperatures
extremes,”™*" |escassetat de nutrients, sequera...”* i ¢) infeccions viriques i fongs.*

Els BRs presenten un efecte sinergetic amb altres fitohormones, especialment les
auxines®* i les gibberel-lines.*® S’ha demostrat la seva influéncia en I'equilibri hormonal i
en la concentraci6 de les altres fitohormones.

Per semblances estructurals dels BRs amb els ecdiesteroides, se’ls ha descrit la possible
activitat antiecdiesteroide en la muda dels insectes.””*®

Els BRs en tan que sén constituents naturals de les plantes han estat, estan i estaran
presents en la cadena trofica dels humans. Per tant, no és probable que la seva aplicaci6 en
I"agricultura tingui efectes perjudicials per la salut humana. De fet, tots els tests per avaluar
la toxicitat dels BRs en mamifers han mostrat una toxicitat nul-la o molt baixa, un efecte
acumulatiu molt petit i I’abséncia d’activitat mutagenica.* La toxicitat de la 24-epibrassino-
lida en rata mitjancant l'administracié oral expressada com a LD,, és superior a
2.000 mg/kg/dia.*> Aquest valor esta entre els 975 mg/kg/dia de I'acid citric® i els 3.750
mg/kg/dia del clorur sddic.*® Tots dos s6n ampliament utilitzats com additius alimentaris.
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Figura 10: Ruta biosintéetica dels BRs i nomenclatura utilitzada per Sakurai.”®
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3.6. Proves de camp.

A finals de la decada dels 80 va comencar a estudiar-se |'efecte dels BRs sobre diferents
tipus de cultius.®™** Des d’aleshores, s’han publicat nombrosos articles i molts dels seus usos
han estat patentats. Els compostos estudiats que han mostrat un major efecte en les
aplicacions a camp sén la (225,235)-28-homobrassinolida i la 24-epibrassinolida (Figura
11).%

L’aplicaci6 extensiva dels BRs topa amb dos limitacions:

e L’accessibilitat als BRs és encara baixa ja que, per una banda, la seva extraccié del

medi natural és inviable econdomicament per trobar-se en molt baixa quantitat i per
I'altre banda, la sintesi de BRs naturals és llarga, complexa i igualment costosa a
nivell economic.

e El rapid metabolisme i la consequient inactivaci6 dels BRs naturals.** Aquest fet obliga

a realitzar diverses aplicacions en diferents etapes del creixement de la planta.

Per solucionar aquest problema s’han buscat analegs estructurals amb una elevada
estabilitat en condicions de camp encara que tinguessin una baixa activitat biologica a nivell
de bioassaig. L'analeg TS303 (Figura 17) té una estabilitat i un comportament superior a la
brassinolida en una gran varietat de condicions de camp.®

(22S,235)-28-homobrassinolida 24-epibrassinolida TS303

Figura 11: Estructura de la (22S5,235)-28-homobrassinolida, 24-epibrassinolida i
TS303.

3.7. Bioassajos.

Des del descobriment dels BRs s’han realitzat nombrosos bioassajos per tal d’avaluar la
seva resposta i I'activitat.®® Inicialment es van utilitzar bioassajos aplicats en I'estudi d’altres
fitohormones.**®” Dels més de 20 bioassajos diferents, els més sensibles han estat el test
d’inclinacié de la lamina d’arros (Rice Lamina Inclination Test o RLIT)*® i el test d’elongaci6
del segon internodi de la mongeta®. Aquests han anat evolucionant i adaptant-se a I’estudi
dels BRs. Com s’ha comentat, a nivell fisiologic els BRs actius provoquen |’elongacié
cel-lular i I'augment de la divisi6 cellular, que en el cas del RLIT provoquen una inclinacié
de la fulla (Figura 712a) i en el cas del test de la mongeta provoquen una elongacié del segon
internodi (Figura 12b). Ambdoés efectes sén proporcionals a la resposta dels BRs.
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@ | (b)
Figura 12: Resposta del test d’inclinacié de la lamina d’arros (a) i del test d’elongacié
del segon internodi de la mongeta (b).

El test d’inclinacié de la lamina d’arros (RLIT) va ser desenvolupat per Maeda I’any 1965
per estudiar I'efecte de les auxines.”® Existeixen dos varietats: a) RLIT amb planta tallada™
on els BRs s’apliquen per immersi6 de la planta tallada en una dissolucié de BR, i b) RLIT
amb planta sencera on els BRs s’apliquen per injecci6 a la planta sencera. El test amb planta
sencera va ser desenvolupat per Takeno i Pharis I'any 1982.”

3.8. Estudis qualitatius de estructura-activitat (SAR).

S’han realitzat diferents estudis de relacié estructura activitat qualitatius (SAR). Els
resultats sén més o menys estrictes en funcié del conjunt de BRs analitzats i del bioassaig
utilitzat.

La primera aproximacié data de I'any 1981.”> Wada i Marumo van sintetitzar diversos
analegs BRs amb la cadena lateral tipus (225,235)-28-homoBRs i modificacions a I"anell A.
Van suggerir que el diol 2a,3a i la funcionalitat lactona eren essencials per a Iactivitat.

Un any més tard (1982) Thompson i col-laboradors™ es van centrar en la influencia del
substituent a C24 i la configuracié del diol en C22,C23. Van establir que els requisits
estructurals essencials per a I'activitat eren: a) unio trans dels anells A i B, b) presencia de
lactona o cetona a l'anell B, ¢) diol 2a,3a, d) diol en C22,C23 amb configuracié cis,
I'estereoquimica del qual és indiferent i e) un substituent metil o etil en C24 també amb
independencia de |'estereoquimica. En l'estudi van utilitzar els dos bioassajos de la
mongeta, el del primer internodi i el del segon internodi, i van observar que els perfils de
I"activitat biologica eren diferents en cadascun dels bioassajos.

El 1984 Cerana i col-laboradors™ van arribar a les mateixes conclusions fent sevir els test
d’elongaci6 de segments d’arrel de blat.

Entre 1983 i 1984 Takatsuto i col-laboradors™”” van treballar amb diversos bioassajos.
Amb el test d’inclinacié de la lamina d’arros van destacar la importancia de que el diol de la
cadena lateral féra 22R,23R i que la resta alquilica en C24 tingués una configuraci6é S. Amb
el test del rave i del tomaquet van afirmar que el diol 22R,23R era necessari, que la cetona
de l'anell B no era imprescindible i que l'absencia de cadena alquilica en C24 era
acceptable. No obstant, un cop més, I'activitat relativa observada en cada bioassaig era
diferent.

L’any 1992 Yokota i Mori’® van afirmar que la diversitat estructural en C24 afectava molt
poc als resultats del test d’inclinacié de la lamina d’arros. Cosa que no passava en altres
bioassajos.

-25/249 -



Introduccié

Un any abans (1991) Kohout i col-laboradors® van sintetitzar alguns compostos sense
cadena lateral i amb cadena lateral de pregna o androsta. També van sintetitzar ésters i
amides a partir d’esquelets d’androsta i colesta. Mentre que alguns compostos van resultar
ser actius en test del segon internodi de la mongeta, no van donar activitat ni en el test del
primer internodi de la mongeta ni en el d’inclinacié de la lamina d’arros.

Malgrat les particularitats de cada estudi, els requisits estructurals acceptats al 1996 eren:

e 20,30-diol en I'anell A.

¢ Funcionalitat lactona o cetona en I'anell B, sent la primera millor.
e Unié6 dels anells A/B—trans.

e Diol cis en C22,C23 preferentment amb configuracié 22R,23R.

e Substituent metil o etil en C24.

4. Brassinoesteroides a I'Institut Quimic de Sarria (1QS).

Des de ja fa dos decades, el laboratori d’esteroides de I'lQS treballa en el camp dels
BRs.” La recerca s’ha abordat de forma multidisciplinaria realitzant-se estudis de sintesi de
BRs tan naturals com no naturals, estudis d’activitat biologica tan a nivell de laboratori com
de proves a camp, estudis de correlaci6 estructura activitat quantitatius mitjangant
tecniques de modelitzacié molecular, etcetera.

4.1. Sintesi de BRs naturals.

Durant la primera década es va dedicar un gran esforg a millorar la sintesi dels BRs
naturals 24-epibrassinolida i 28-homobrassinolida prenent com a productes de partida
I'ergosterol i estigmasterol respectivament.®*®!

El punt clau en la sintesi de BRs és la introduccié del diol en C22,C23 (Figura 13). La
dihidroxilaci6 del doble enllag A*? amb tetroxid d’osmi déna una barreja dels
diastereoisdbmers 22R,23R i 22S,23S sent aquest Gltim majoritari.”” La dihidroxilaci6
asimetrica catalitzada amb tetroxid d’osmi fent servir com a lligand quiral dihidroquinidin
9-O-(9'-fenantril) eter (DHQD-PHN) va augmentar considerablement la proporcié del
diastereoisomer 22R,23R.* Aixi en la sintesi de la 28-homobrassinolida sense lligand quiral
la proporci6 entre 22R,23R i 225,235 és de 1 a 24, mentre que amb lligand quiral és de 2,6
a 1.” En la sintesi de la 24-epibrassinolida la proporcié entre 22R,23R i 225,235 és de 1 a
1,8 sense lligand quiral, i de 19,5 a 1 amb lligand quiral.**

H
Iy N Iy )
Cp, 0sO,(cat) Ciy OH +
_ >
DHQD-PHN / 7 dies
C8 Cq

Figura 13: glicolitzaci6 asimetrica de la cadena lateral tipus homo.
4.2. Sintesi de BRs no naturals.

A I'equip s’han sintetitzat nombrosos analegs amb modificacions estructurals en diferents
parts de la molécula: Anell A, anell B i cadena lateral. A I'anell A les modificacions s’han
centrat en el tipus de funcionalitat polar, la seva posicié en I'anell i la seva estereoquimica.
També s’han sintetitzat BRs amb la unié dels anells A/B cis. A I'anell B el nombre de
modificacions ha estat més reduit, i s’han centrat en el tipus de funcionalitat polar present a
C6. En la cadena lateral, exceptuant la sintesi dels diastereoisomers 225,235, el nombre de
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modificacions és molt reduit i es centra en la sintesi de la cadena lateral saturada o amb un
sol hidroxil amb cadenes laterals del tipus 28-homo i 24-epi.

L’estudi de la diversitat estructural de la cadena lateral s’ha optat per fer-lo a través dels
que s’anomenen analegs BRs androstanics.*

4.3. Bioassaig.

La manca de homogeneitat de les dades d’activitat trobades a la bibliografia van fer que
s'iniciés 'estudi de diferents protocols per disposar d’un bioassaig en el propi laboratori. La
primera aproximacié es va fer amb cultius de cel-lules d’api, pero els resultats no eren
reproduibles.®*®” Posteriorment, es va fer servir el test d’inclinacié de la lamina d’arros tan
amb planta sencera com amb planta tallada®*®. Amb planta sencera es va seguir
inicialment, el procediment descrit per Takeno i Pharis” fent servir la varietat japonesa
d’arros nan Tan-ginbonzu, pero I'equip va aconseguir adaptar el bioassaig a una varietat
autoctona del Delta de I'Ebre, la varietat Bahia, i millorar-ne la sensibilitat.****° E| protocol
d’aquest test s’explicara detalladament en el quart capitol de la discussi6 de resultats
(pagina 197).

Per determinar el valor d’activitat, es realitzen assajos a diferents dosi per construir la
corba que relaciona el logaritme de la dosi amb la resposta. El valor d’activitat és correspon
amb la concentraci6 de BR a la qual la resposta és el 50% de la resposta maxima
(—log(dosisyy) o LD,,). No obstant, degut a que per alguns BRs no és possible determinar la
resposta maxima i tenint en compte que pels BRs actius el 50% de la resposta maxima
correspon, en promig, a 452 es pren com a valor d’activitat —log(dosis.).

En un altre escala, els anys 1994 i 1996 es van fer proves a camp aplicant tan BRs
naturals com sintétics en camps de gira-sol,***" ordi i colza.”

4.4. Estudi d’analegs BRs androstanics.

Com s’ha dit anteriorment, el pas limitant en la sintesi de BRs és la glicolitzaci6
asimétrica de la cadena lateral. Es necessari I'Gs d’'un lligand quiral per obtenir
I'estereoisomer desitjat. L'elevat preu d’aquest lligand quiral, el qual esta en proporcions
equimolars, fan que aquest pas de sintesi sigui, economicament, molt car. L. Kohout del
“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the Academy of Science” de la
Republica Txeca va proposar com alternativa als BRs naturals 1) analegs d’androsta en els
quals la cadena s’uneix a I'esquelet mitjancant una esterificacié (Figura 74a) i 2) analegs on
I"esquelet s’obté a partir de la degradacié de la cadena de I’estigmasterol i la cadena s’uneix
mitjancant la formacié d’una amida (Figura 14b).”> A més a més, aquest tipus d’analegs
obren les portes a I'estudi de |'extrem final alquilic de la cadena lateral.

L’any 1993 Es va iniciar una estreta col-laboracié entre el laboratori d’esteroides de I'lQS
i 'equip dirigit per L. Kohout, en la qual el laboratori d’esteroides s’havia d’encarregar
d’avaluar I'activitat biologica dels compostos sintetitzats a Praga i fer-ne la modelitzaci6
molecular. Els analegs 1 i 2 (Figura 74) no van resultar actius en el bioassaig del test
d’inclinacié de la lamina d’arros (RLIT) realitzat a I'equip,” pero si en el del segon entrents
de la mongeta realitzat a la Republica Txeca i en proves de camp.®®®“* Es van iniciar
estudis computacionals per avaluar la qualitat d’aquests i altres analegs no sintetitzats com a
potencials BRs.”” Aquests es mostraran en detall en el primer capitol de la discussié de
resultats (pagina 57) i sén el punt de partida sobre el qual es desenvolupara tot aquest
capitol. Actualment, la sintesi dels nous analegs BRs androstanics proposats a partir dels
estudis de modelitzacié molecular, es realitza conjuntament entre tots dos laboratoris.
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Figura 14: Alternatives a la sintesi de BRs. Construccié de la cadena
lateral i exemple d’analegs.

4.5. Relacions estructura-activitat quantitatives (QSAR).

Es van iniciar estudis de relacié estructura-activitat ja que es considerava que els requisits
estructurals postulats al 1996 distaven molt de ser generals degut a que havien estat
establerts amb un reduit nombre d’analegs BR que presentaven poques modificacions
estructurals. Es va observar que: a) al contrari del que proposava la bibliografia, les
funcionalitats no podien considerar-se independents, ja que aquestes estaven estretament
relacionats entre si, i b) els requisists postulats limitaven el marge d’aplicacié a unes poques
funcionalitats independents.”” Per corroborar la feblesa dels requisits postulats, I'equip va
sintetitzar dos analegs amb dos requisits contraris als descrits (diol 2B3 i unié A/B cis). Tots
dos analegs van resultar ser actius.”” Per tant, es va considerar necessari realitzar nous
estudis de correlacié estructura-activitat, fent servir técniques de modelitzacié6 molecular
per tal de tenir en compte I'estructura tridimensional de les molecules i la seva distribucié
de cargues total.

D’acord amb els estudis de Li'® i Chory'"', es va partir de la base que els BRs actuen a
nivell molecular mitjancant la formacié d'un complex substrat-receptor que regula
I'expressié d’uns gens especifics.'” En el moment d'iniciar els estudis, es desconeixia el
receptor biologic dels BRs i en conseqliéncia es van aplicar metodes indirectes. La seva
utilitzacié porta implicita la necessitat d’haver de considerar que en l'estructura de les
molecules d’estudi hi ha inclosa tota la informacié necessaria per explicar el seu
comportament, que totes les molecules s'uneixen a un Unic receptor i que ho fan
mitjancant els mateixos punts d’unié.

La uni6 entre el substrat i el seu receptor es déna en una conformacié preferent que
s’anomenara “conformacié activa”. En aquesta conformacié, els atoms implicats
directament en la unié han de tenir la mateixa distribuci6 espacial en totes les molecules
actives. Com la brassinolida és el BR natural més actiu s’assumeix que la seva conformacié
activa és la que presenta una distribuci6 espacial optima per unir-se al receptor. Per tant, es
pren la conformacié activa de la brassinolida com la conformacié de referéncia sobre la
qual es comparen les conformacions actives de la resta de BRs i analegs. Quan més similar
sigui la conformacié de I'analeg d’interés a la conformacié activa de la brassinolida, més
actiu sera. Aquesta idea es coneix amb el nom d’aproximacié a I'analeg actiu (AAA),'*7'%
és la base dels estudis SAR realitzats a I'equip.””’

Alhora de definir la conformacié activa, els BRs presenten el problema afegit que sén
molécules flexibles i aix0 obliga a realitzar una analisi conformacional previa.
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Per desenvolupar els estudis estructura-activitat, I'equip va partir d’'un ampli conjunt de
BRs amb suficients modificacions estructurals, 'activitat dels quals havia estat determinada
pel propi equip mitjangant el test d’inclinaci6 de la lamina d’arros . Mitjangant tecniques de
modelitzacié molecular es va realitzar una analisi conformacional, seguida de la selecci6 de
la conformaci6 activa sobre la qual es van calcular tot un conjunt de descriptors moleculars.
Aquests es van correlacionar amb |'activitat de forma qualitativa (SAR) i quantitativa (QSAR)
fent servir diverses técniques estadistiques.””” El desenvolupament d’aquests estudis es
mostra esquematicament a la Figura 15. Pas a pas, les diferents etapes son:

1. Analisi conformacional: es va realitzar fent servir un analisi sistematic en forma
d’arbre, el qual s’explicara detalladament en el segon capitol de discussi6 de
resultats (pagina 93), i es va corroborar mitjangant dinamica molecular.?>71%1%7

2. Seleccié de la conformacio activa: es basa en |'aproximaci6 a I’analeg actiu prenent
com a referencia la brassinolida. La comparacié estructural es va realitzar fent servir
dos criteris geomeétrics (Sum of squares (SQR) i root mean squares (RMS)) i un criteri
volumetric (molecular volume overlay (MVO)).”>?71%1% Aquests criteris, aixi com tot
el procés de seleccié de la conformacié activa dels BRs s’explicaran detalladament
en el segon capitol de discussi6 de resultats (pagina 94).

Analisi Conformacié Descriptors
Conformacional Activa Moleculars

BRs
Sistematic Dinamica }

Classic

\ 4 PCR/MIR
SQR / RMS / MVO ]
4>[ 1 pg/planta

en forma Molecular
d’arbre

QSAR
Classic

A 4 v

index de
GRID
Carbé

_p[ —log(dosiys.) SAR

Activitat

MEP-QSAR CoMFA

Figura 15: Desenvolupament de la metodologia utilitzada en I'equip per als estudis
estructura-activitat en BRs.

3. Primers estudis de QSAR (QSAR classic): van considerar la resposta a 1 pg/planta
enlloc de [lactivitat propiament dita. Primer, es va realitzar un analisi de
Free-Wilson'*®""" per tenir una idea preliminar de quines funcionalitats eren les més
importants. El resultat va ser que el diol 2a,3a de I"anell A participava en un 25%, el
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carbonil de 'anell B amb un 11% i el diol 22R,23R de la cadena lateral amb un
35%.”*""* Posteriorment, es van utilitzar descriptors hidrofobics (logP, AH,y),
electrostatics (moment dipolar) i esterics (volum molecular, moments d’inércia).
Aquests es van intentar correlacionar amb I'activitat mitjangant regressi¢ lineal
mdltiple (MLR), regressi6 de component principals (PCR) i I'Gs d"autocorrelogrames.
Es va observar com l'activitat correlacionava amb les distancies entre els atoms
d’oxigen. L’equip va definir un index de similitud geometric (anomenat DIF) com la
suma de la difereéncia absoluta entre els valors de cadascuna de les distancies entre
els atoms d’oxigen del BR en relaci6 amb els de la brassinolida. Quan més baix és
aquest index per un determinat compost, més similar és a la brassinolida i en
conseqiéncia més actiu.”*1%%'"?

4. Segon estudi de QSAR (MEP-QSAR): sobre la base que els oxigens tenen un paper
molt important, es va triar com a descriptor el potencial molecular electrostatic
(MEP) descrit a través de I'index de similitud electrostatic de Carb6 (Cl),'" prenent
un cop més la brassinolida com a referencia. Quan major és aquest index, més
similar és un compost a la brassinolida i en consequéncia és més actiu. A partir
d’aquest moment es va comencar a utilitzar el valor adequat d’activitat, expressat a
través del —log(dosi,s,). Qualitativament es va observar una bona correlacié entre la
superposicié del potencial molecular electrostatic i I’activitat.”>*” Quantitativament i
mitjangant la regressio lineal miltiple (MLR) es va obtenir una bona correlaci6 entre
I'index de similitud electrostatic de Carbé (Cl) i I'activitat.”

5. Tercer estudi de QSAR (CoMFA): veient que la utilitzaci6 de descriptors
tridimensionals (descriptors que consideren la propietat estructural no com un valor,
sin6 com una distribucié en I'espai) rendia bons resultats, es va optar per fer servir
com a descriptors els camps d’interaccié molecular (MIF). Quantitativament, primer
es van reduir els MIF a uns index de similitud, pero degut a la reduccié d’una
propietat 3D a uns index les correlacions obtingudes van ser dificils d’interpretar en
termes de funcionalitats quimiques. Despres, es va realitzar un analisi comparatiu de
camps moleculars (CoMFA) mitjancant minims quadrats parcials (PLS). Les
correlacions presentaven el risc d’obtencié de correlacions a l'atzar. Finalment, els
millors resultats es van obtenir amb la metodologia GRID-GOLPE, també
anomenada CoMFA-like. Amb aquesta metodologia es va obtenir un model amb
bons parametres estadistics i una bona interpretacié en termes de funcionalitats
quimiques.”

La utilitzaci6 de camps molecular va permetre estudiar el tipus d’interaccié que
podia tenir lloc en la unié BR-receptor. Es va observar que les interaccions per enllag
d’hidrogen jugaven un paper molt important tan quantitativa com qualitativament.””
7 Qualitativament i prenent la brassinolida com a referéncia, es va observar una
bona correlacié entre la superposicié dels mapes de GRID obtinguts amb la sonda
d’aigua i I'activitat. A la Figura 16 es mostra el mapa de GRID" de la brassinolida a
—3 kcal/mol fent servir la sonda d’aigua. Aquest mostra les zones on es poden
formar enllagos per enllag d’hidrogen.

" El calcul dels camps de GRID s’explica detalladament en el capitol de teoria i métodes (pagina 47).
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Figura 16: Mapa de GRID de la brassinolida a —3 kcal/mol fent servir la sonda d’aigua.

6. [Estudis qualitatius estructura-activitat (SAR): com s’ha dit anteriorment, per
cadascun dels descriptors (DIF, MEP i GRID) es van establir un conjunt de relacions
estructura-activitat qualitatives (SAR) en cadascuna de les tres zones d’influéncia dels
BRs: I'anell A, I'anell B i la cadena lateral.”” Els BRs considerats per estudiar
cadascuna de les zones contenen exclusivament modificacions estructurals en
aquella zona d’influéncia, es a dir, les altres dos zones s6n comunes per a tots els
compostos.

a) Anell A.

A la Figura 17 es mostren: a) les modificacions estructurals presents en |anell A
juntament amb l'estructura comuna de I'anell B i la cadena lateral, b) I'estructura del
compost de referencia, la brassinolida, c) el valor del parametre DIF, d) la
superposicié dels potencials moleculars electrostatics a —30 KT entre el BRs (en
vermell) i la brassinolida (en groc), e) el valor de I'index de similitud electrostatic de
Carb6, f) la intersecci6 dels mapes de CRID, es a dir, la zona comuna en la
superposicié dels mapes de GRID™ amb la sonda d’aigua, i g el valor d’activitat
expressat com a —log(dosi,s.).

En la série d’analegs de I'anell A no hi ha correlacié entre el parametre geometric
DIF i l'activitat. Tampoc hi ha correlacié entre |'index electrostatic de Carbé (Cl) i
I'activitat. No obstant, qualitativament s’observa que a mesura que l'area correspo-
nent al MEP de I'hidroxil en 3 (zona en vermell) s’apropa a la de I’hidroxil en 3a de la
brassinolida (zona en groc) l'activitat augmenta. Quelcom similar passa amb la
intersecci6 dels mapes de GRID, a mesura que aquesta augmenta, 'activitat també

augmenta.

La manca de correlacié dels parametres DIF i Cl es va atribuir al fet que petits
canvis en una part de la molecula afecten poc a tot el conjunt, i tan DIF com CI han
estat calculats tenint en compte tota la molecula i no només I'area d’estudi.

" La zona d'intersecci6 entre dos mapes de GRID es va estimar a través de la suma dels dos camps i
I"aplicacié d’un tall d’energia de —6 kcal/mol.
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Figura 17: Resultats del SAR en I'anell A per els descriptors DIF, superposicié del MEP i
intersecci6 dels mapes de GRID. Es remarca la zona corresponent |’hidroxil en 3a de la bl.

b) Anell B.

De forma similar al cas anterior, a la Figura 18 es mostren: a) les modificacions
estructurals presents en |"anell B juntament amb |’estructura comuna de I'anell A'i la
cadena lateral, b) I'estructura del compost de referencia, la brassinolida, c) el valor
del parametre DIF, d) la superposicié dels potencials moleculars electrostatics a
—30 KT entre el BRs (en vermell) i la brassinolida (en groc), e) el valor de I'index de
similitud electrostatic de Carbd, f) la intersecci6 dels mapes de GRID, es a dir, la
zona comuna en la superposicié dels mapes de GRID amb la sonda d’aigua, i g) el
valor d’activitat expressat com a —log(dosis.).

En la serie d’analegs de I'anell B s'observa una correlacié entre el parametre
geometric DIF i I'activitat: A mesura que DIF disminueix, més actiu és un BRs ja que
la relaci6 de distancies entre els atoms sén cada cop més similars a les de la
brassinolida. Amb I'excepcié de I'éter, també s’observa una correlacié entre I'index
electrostatic de Carb6 (Cl) i I'activitat: A mesura que Cl augmenta, més actiu és un
BRs ja que |'area corresponent al MEP de la funci6 oxigenada en C6 (zona en vermell)
s’apropa a la del carbonil en C6 de la brassinolida (zona en groc). Quelcom similar
passa amb la intersecci6 dels mapes de GRID, a mesura que aquesta augmenta,
I'activitat també augmenta. A més a més, tot sembla indicar que la part alta del
carbonil en C6 juga el paper més important en aquesta correlacio.
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Anell B E> 1 “ Cadena lateral |:> "

C4 comuna

comu

MEP (BRs) o)
iyt

index de Carbé |:> 0,76 0,71 0,60 0,63 0,68

1,91 1,37 1,34 1,00
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—log(dosi,;.)
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N
8

Figura 18: Resultats del SAR en I'anell B per els descriptors DIF, superposicié del MEP i
interseccié dels mapes de GRID. Es remarca la zona corresponent al carbonil en Cé de la bl.

¢) Cadena lateral.

A la Figura 19 es mostren: a) les modificacions estructurals presents en la cadena
lateral juntament amb |'estructura comuna dels anells A i B, b) I'estructura del
compost de referéncia, la brassinolida, c) el valor del parametre DIF, d) la diferencia
a —30 KT entre els potencials moleculars electrostatics de la brassinolida i els
compostos, e) el valor de l'index de similitud electrostatic de Carb6, f) la
superposicié de mapes de GRID entre els BRs (en groc) i la brassinolida (en vermell),
i g) el valor d’activitat expressat com a —log(dosi,s.).

Igual que passava en |'anell A, en la serie d’analegs de la cadena lateral, tampoc hi
ha correlacié amb I'activitat ni del parametre geometric DIF ni de I'index electrostatic
de Carb6 (Cl). Novament la falta de correlacié es va argumentar pel fet que tan DIF
com Cl sén descriptors moleculars globals.

Pel que respecta a les superposicions dels mapes de GRID, s’observa com a
mesura que augmenta la superposicié en la zona corresponent a la part superior de
I"hidroxil en C23 de la bl, major és I'activitat dels compostos. Per a la 22S,235-homo-
brassinolida (S_hbl) no hi ha superposicié entre els dos hidroxils, perd la zona
d’interacci6 del 235-OH no queda gaire lluny de la del 23R-OH de la brassinolida. La
seva activitat és 1,78. Per la 22S,23S-epibrassinolida (S_epibl) s’observa una petita
superposici6 en I'extrem més superior de I'hidroxil en C23. En conseqiiéncia la seva
activitat augmenta a 2,08 (+0,30 respecte l'anterior). Per a la 24-epibrassinolida
(epibl) la superposicié en C23 és gairebé total, pero es troba lleugerament desplagada
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cap a la dreta. La seva activitat augmenta a 2,45 (+0,37 respecte |'anterior). Per a la
28-homobrassinolida (hbl) la superposicié en C23 és gairebé total. La seva activitat
augmenta considerablement a 3,29 (+0,84 respecte |'anterior).

Anells Ai B Referéncia
comuns
c H
" Cun, 22
HO,, 231,
Cy 3OH}
HO'" 0
o bl

GRID (bl) |:>

g(dosi,s.)

gt
lo,
gt

5,93 3,29 2,45 2,08 1,78

Figura 19: Resultats del SAR en la cadena lateral per els descriptors DIF, diferéncia del

MEP i superposicié dels mapes de GRID. Es remarca la superposicio en la part superior
corresponent a I’hidroxil en C23 de la bl.

Vist que la formacié d’enllagos d’hidrogen per part dels hidroxils sembla tenir un
paper fonamental en I'activitat dels BRs, paral-lelament a aquesta tesi, s’han realitzat
diversos estudis per esbrinar el mode d’actuacié d’aquests hidroxils. Recentment,
s’han canviat alguns dels hidroxils de la 28-homocastasterona i la 28-homo-
brassinolida per grups acceptors d’enlla¢ d’hidrogen com sén fluor,"*""® cetona'"’ i
azida,""™>""”""%12% i per grups dadors d’enlla¢ d’hidrogen com és I'amina.’"” A partir de
les dades d’activitat, sembla ser que els hidroxils del diol 2a,30 de I'anell A actuen
com acceptors d’enllag d’hidrogen i es suggereix que els hidroxils del diol 22R,23R de
la cadena lateral poden actuar com a donadors d’enllag d’hidrogen."”"*'

7. Estudi computacional del KM-01: I'any 1994 Kim i col-laboradors van aillar dels
fongs Dreschlera avenae i Pycnoporus coccineus un compost eremofilanic (KM-01,
Figura 20) que inhibeix especificament I'acci6 dels BRs."* Sota la hipotesi que el
KM-01 actua com antagonista de la brassinolida i que en el receptor competeix per
els mateixos llocs d'uni6, I'equip va iniciar el seu estudi computacional.”®” Basant-se
en |"aproximaci6 a l’analeg actiu, es va comparar amb la brassinolida i es va realitzar

un estudi de la selectivitat de les interaccions fent servir la metodologia descrita per
Cruciani i Goodford."”
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OYUI ' .OH OM
H o}

Figura 20: Estructura del KM-01.

Tot i tenir una estructura molt diferent a la brassinolida, el carbonil de I'aldehid
del KM-01 es superposa amb I’hidroxil en 2a. de la brassinolida, igualment la cetona
es superposa amb el carbonil a C6, el carbonil de I'éster s’orienta cap a I’hidroxil en
C22 i les cadenes laterals estan molt properes entre si.

Aquest estudi juntament amb els resultats del SAR, han donat lloc a la idea que
els hidroxils 2a. i 22R sén els responsables de la unié, mentre que els hidroxils 3a.,
23R i la part alta del carbonil a C6 sén els responsables de desencadenar I'activitat.”

8. Estudis quantitatius estructura-activitat (QSAR): la interpretaci6 dels models
CoMFA i GRID-GOLPE va donar peu a identificar no només les zones que
contribuien positiva i negativament a |’activitat sin6 també el tipus d’interaccié
present. Aquestes es resumeixen esquematicament en la Figura 27.” S’observa com
en els anells A i B els efectes coincideixen forca bé amb les conclusions del SAR. En
la cadena lateral també, perd es considera que la influencia tan del reste alquilic en
C24 com de l'isopropil terminal és molt genérica i caldria estudiar-la amb més
profunditat. De fet, aquest és I'objectiu principal d’aquesta tesi.

Efecte electrostatic i de
pont d’hidrogen positiu
",

Efecte esteric i
hidrofobic negatiu

Efecte de pont
d’hidrogen negatiu

HO,,

Efecte electrostatic i de

pont d’hidrogen positiu Efecte electrostatic

positiu
Efecte acceptor de pont
d’hidrogen positiu

Figura 21: Esquema de les contribucions positives i negatives a I'activitat
dels estudis QSAR mitjangant CoMFA i GRID-GOLPE.

Malgrat la bona correlaci6 establerta, cap dels models realitzats fins al moment era
capag d’explicar I'activitat dels dos BRs més actius, la brassinolida i la castasterona.

9. Conformacié activa basada en mapes de GRID flexibles: donada la bona
correlacié entre I'activitat i la possibilitat de formar enllagos per enllag d’hidrogen, es
va proposar fer servir els mapes de GRID considerant la cadena lateral flexible per
definir una nova conformacié activa.” En la Figura 22 s'observa com la zona
d’interacci6 del diol en C22,C23 dels BRs augmenta al considerar la cadena lateral
flexible.
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Figura 22: Mapes de GRID rigid i flexible de la brassinolida a —3 kcal/mol.

L’energia en un punt no només déna idea de la forca de la interacci6, sind
també de la capacitat de moviment de la cadena. Per tant, fent servir aquests
camps, no és necessari definir una conformacié activa, ja que el propi camp té en
compte el moviment conformacional. Aquesta nova metodologia comportava un
gran avantatge respecte |'anterior. La metodologia amb tots els seus avantatges, el
protocol, el desenvolupament pas a pas i la discussié dels resultats seran explicats
detalladament en el segon capitol de la discussié de resultats (pagina 99). Els models
QSAR obtinguts amb aquesta conformacié activa van ser capagos d’explicar
I"activitat de la brassinolida i la castasterona.

Les diferencies entre les dos conformacions actives es van considerar minimes
(“resultados convergentes”).”

Aquest és el punt de partida d’aquesta tesi, la qual es planteja inicialment com una
continuacié dels estudis iniciats en I'equip en el camp de les relacions estructura-activitat
dels BRs tan a nivell qualitatiu (SAR) com quantitatiu (QSAR) mitjancant métodes compu-
tacionals.

A l'equip es creu que les modificacions estructurals tan en I'anell A com en I’anell B s6n
suficients com per caracteritzar correctament aquestes regions. En canvi, en la cadena
lateral les modificacions estructurals son majoritariament degudes a la combinacié de dos
factors, la configuracié del diol (22R,23R o 22S5,23S) i el reste alquilic en C24 (S-metil, S-etil
o R-metil). Perod, mentre que a nivell qualitatiu la influéncia del diol esta ben caracteritzada,
no passa el mateix amb el reste alquilic en C24, el qual és responsable dels canvis més
importants en |'activitat. Per aquest motiu, l'objectiu principal és centrar-se en I’estudi
computacional de la cadena lateral. No obstant, també s’estara obert a tot allo que amplii
els estudis anteriors i/o que aporti una novetat al camp de les relacions estructura-activitat
dels BRs.

L’estudi computacional dels analegs BRs androstanics incideix plenament en |'objectiu
principal d’estudiar el comportament de la cadena lateral i representa una novetat en les
relacions estructura-activitat dels BRs. Aquest és el punt de partida d’aquesta tesi i es
desenvolupara en el “Capitol 1".

L’estudi computacional de la cadena lateral comengara volent determinar la influencia
del reste alquilic en C24 i de cadascun dels hidroxils per separat de la cadena lateral, i
acabara redefinint la conformaci6 activa dels BRs en el “Capitol 2" i estudiant el seu
impacte sobre els models de QSAR en el “Capitol 3".

La resta d’estudis romanen inicialment oberts. Fent us d’aquesta llibertat, en el
“Capitol 4" s’ha determinat I'error experimental de les dades d’activitat.
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5. Nomenclatura dels BRs.

Pel que fa a la nomenclatura dels BRs, la nomenclatura IUPAC per esteroides'**'**

rendeix noms molt complexes i s’ha adoptat una nomenclatura semisistematica. No
obstant, en aquesta nomenclatura no hi ha un acord universal.”**"*® L’any 2003, es va fer
un intent per establir una nomenclatura comuna per els BRs en la XX Conferéncia en
Isoprenoides que es va realitzar a Liberec (Republica Txeca)."” Com a resultat en va sortir
una proposta que es va publicar a “Plant Growth Regulation”.”® No obstant, dos anys més
tard en la XXI Conferencia en Isoprenoides que es va realitzar a Bialowieza (Polonia) es va
poder comprovar com l'intent no havia arrelat i cada grup continuava fent servir la seva
propia nomenclatura.

Davant aquesta falta d’unanimitat, en aquesta tesi s’ha seguit una nomenclatura propia.
S’ha optat per una nomenclatura semisistematica on s’ha procurat que el nom contingui
tota la informaci6 referent a I'estructura dels BRs. El nom complert d’'un BR es composa
unint els noms de cadascun dels fragments estructurals (Figura 23 i full adjunt) en I'ordre:

“Cadena lateral” + “Anell B” + “ " + “Anell A”.
blocs homo
\ Y
3 Cadena lateral
HO' C; H C
2a3a 2b3b
HO, c, H S
HO" iNc, H [ o ..
OH® . H® brassinolida = bl
50H cis
Gy Gy Anell B
. A
HO" ¢ H Gy
2n3a 2n3b
14 14 14 1 4
ct
CG
2n3n 60Hb 60Ha eter

7

Figura 23: Diversitat estructural dels BRs presents en el QSAR de I'equip i nomencla-
tura dels fragments estructurals utilitzada en aquesta tesi.

Els fragments estructurals sén:
e Cadena lateral:

o bl ocs: Tan la brassinolida (bl) com la castasterona (cs) es prenen com a
estructures de referencia. Quan l'estructura és |'original dels BRs (diol
22R,23R i cadena lateral de campesta) la cadena lateral no té cap nom
propi i es passa a anomenar segons I'anell B. Exemple: brassinolida =
bl.

o homo: Es la cadena lateral tipus dels 28-homobrassinoesteroides (diol
22R,23R i cadena lateral d’estigmasta). S’abrevia Gnicament amb la “h”.
Exemple: 28-homocastasterona = hcs.
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O

O

O

e Anell B:

O

epi: Es la cadena lateral tipus dels 24-epibrassinoesteroides (diol
22R,23R i cadena lateral d’ergosta).

S homo: Es la cadena lateral tipus dels (225,235)-28-homobrassino-
esteroides. Igual que els homoBRs s’abrevia com “S h”. Exemple:
(225,23S)-28-homobrassinolida == S_hbl.

S epi: Es la cadena lateral tipus dels (225,235)-24-epibrassinoesteroides.

bl: Es correspon amb la funcionalitat generica lactona propia de la
brassinolida (bl), la qual déna lloc a un anell B de 7 baules.

cs: Es correspon amb la funcionalitat generica cetona propia de la
castasterona (cs), la qual déna lloc a un anell B de 6 baules.

60Ha: La funcionalitat cetona en C6 ha estat substituida per un hidroxil
amb configuracié a. Per indicar que I'anell és de 6 baules s'afegeix a
posteriori de “cs” separat per un “_". Exemple: hcs 60Ha.

60Hb: idem, perd amb configuracié .

eter: La funcionalitat cetona en C6 ha estat substituida per una
funcionalitat éter. Per indicar que l'anell és de 6 baules s’afegeix a
posteriori de “cs” separat per un “_". Exemple: S_hcs_eter.

e (Cadena lateral:

O

(@]

2a,3a: El diol 2-alfa,3-alfa (2a,3a) és el més abundant. Per aquest motiu
s'omet en el nom dels BRs. En tots els exemples anteriors I'anell A
presenta el diol 20,30

2b3b: El diol presenta la configuracié 2-beta,3-beta (23,3p).

2n,3n: El grup funcional no (n) hi és.

2n3a, 2n3b: sén combinacions dels casos anteriors. L’hidroxil en C2 no
esta present mentre que en C3 si que hi és i presenta una configuracié
alfa o beta.

50H: Hi ha un hidroxil en C5. Com la uni6 és A/B trans |'Gnica
configuracié possible és alfa i per aixd no s’indica. Seguint la regla
anterior, el diol 2a,3a no s'anomena. Exemple: hcs 50H.

cis: La uni6 dels anells és A/B cis. Com tots els BRs amb unié A/B cis
tenen el diol 2f,3B, es sobreentén que tot és un bloc i per aixd no
s'indica la seva configuracié. Exemple: hbl_cis.

En el cas dels BRs que no estiguin contemplats, la idea es definir un fragment estructural
caracteristic seguint les mateixes idees abans exposades. Per exemple, la cadena lateral
saturada s’expressaria com 22n23n donant lloc a la hcs 22n23n o la epics_22n23n

(pagina 187).
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Objectius

Aquesta tesi és una continuaci6é dels estudis iniciats en l'equip en el camp de les
relacions estructura-activitat dels brassinoesteroides tan a nivell qualitatiu (SAR) com
quantitatiu (QSAR) mitjangant metodes computacionals.

L'objectiu general d’aquesta tesi és centrar |'atencié d’aquests estudis en la cadena
lateral dels BRs. No obstant, s’esta obert a tot alldo que amplii els estudis anteriors i/o que
pugui aportar una novetat al camp de les relacions estructura-activitat dels BRs.

El desenvolupament de I'objectiu principal ha portat a:
e Estudiar les cadenes laterals d’analegs BRs androstanics.

e Revisar i redefinir la conformacié activa dels BRs posant un especial eémfasi en la
cadena lateral.

e Estudiar la influéncia de la conformacio activa dels BRs sobre els models de
QSAR.

Fora de I'objectiu principal, pero intimament relacionat amb els estudis de QSAR s’ha
volgut:

e Determinar l'error experimental de les dades d’activitat.
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Teoria i Metodes

1. Quimica computacional i/o modelitzacié molecular.

La present tesi s'emmarca dins de |'area de coneixement de la quimica computacional.
Aquesta és una disciplina de la quimica que utilitza metodes matematics per a calcular les
propietats d’una molécula i/o simular el seu comportament. Inclou metodologies tan
diverses com el disseny de sintesi assistit per ordinador, la recerca en bases de dades, la
manipulacié de llibreries combinatories, estudis de relacié estructura-activitat, etcetera."’

Sovint, s’utilitza incorrectament el terme de modelitzacié molecular com a sinonim de
quimica computacional. Un clar exemple sén les pagines web de software en la materia on
aquests dos termes es troben junts, barrejats i confonent-se entre si. La modelitzacio
molecular és centra en la investigaci6 de |'estructura i/o les propietats moleculars fent servir
tecniques de quimica computacional i visualitzaci6 molecular per a proporcionar una
representaci6 tridimensional creible donat un conjunt de circumstancies."'

De les diverses arees de la quimica computacional, aquesta tesi es centra en els estudis
de les relacions estructura-activitat mitjangant tecniques de modelitzacié molecular.

2. Relacions estructura-activitat.

Es parla de relacions estructura-activitat (SAR) quan es pretén establir de forma qualitativa
I"associacié existent entre aspectes especifics de |’estructura molecular i una determinada
accié biologica.”® Es parla de relacions estructura-activitat quantitatives (QSAR) quan es
pretén establir mitjangant tecniques de regressi6, models matematics que relacionen
I"activitat biologica d’un conjunt de compostos amb constants fisicoquimiques i/o variables
indicadores que depenen de I'estructura dels compostos.'*

Fa més d’un segle, I'any 1893, Charles Richet va publicar una nota on relacionava la
toxicitat d’una serie de compostos organics amb les seves propietats fisico-quimiques.'”’
Des de llavors, es van anar desenvolupant diverses teories."**'** No obstant, el concepte de
correlacionar quantitativament activitats i estructures (QSAR) data del 1964 i s"atribueix a C.
Hansch i T. Fujita.””” Aquest mateix any S. M. Free i J. W. Wilson van desenvolupar un
model basat en la contribuci6 additiva de grups als valors d’activitat."”® Des d’aquesta data,
I’analisi de Hansch i aproximacions relacionades™®"? han tingut un impacte enorme en el
desenvolupament de farmacs, especialment en |"optimitzacié del cap de serie.

En la década dels 80 i amb ["avang dels ordinadors es va anar desenvolupant el concepte
de 3D-QSAR.'* Aquest implica I'analisi quantitatiu de la relaci6 entre I'activitat biologica
d'un conjunt de compostos i les seves propietats tridimensionals fent servir metodes
estadistics de correlacié.””" Per arribar al seu ple desenvolupament va ser necessari
desenvolupar conceptes com la similitud molecular i I'alineament molecular, descriptors
tridimensionals com els camps moleculars, metodes estadistics de correlaci6, etcetera.

3. Mecanica molecular.

Dins de la modelitzaci6 molecular hi ha quatre metodologies per estudiar el

comportament i les interaccions de les molecules.

a) Mecanica quantica (ab initio): Es basa en la utilitzacié de I'equacié de Schrodinger
sencera per tractar tots els electrons d’un sistema quimic. A la practica es necessari
realitzar aproximacions per restringir la complexitat de les funcions d’ona
electroniques i fer el calcul possible. Els méetodes sén independents de qualsevol
experiment que no sigui la determinacié de les constants fonamentals.'*'
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b) Metodes semi-empirics de mecanica quantica: Fan servir parametres derivats de
dades experimentals per simplificar els calculs. Aquesta simplificacié pot tenir lloc a
diversos nivells: ~Simplificaci6 del Hamiltonia (Extended Huckel method),
aproximacié a l'avaluacié de certes integrals moleculars (Zero differential overlap
approximation), simplificaci6 de les funcions d’ona, etcetera."'

c) Mecanica molecular: Es un métode empiric que pretén donar estimacions de les
estructures i les energies de les conformacions de les molécules.”? Les molécules s6n
tractades fent servir les lleis de la mecanica classica.

d) Density Functional Theory (DFT): Calcula les propietats moleculars en funcié de la
densitat electronica enlloc de fer-ho mitjangant el calcul de la funcié d’ona.

En aquesta tesi s’han utilitzat exclusivament metodes de mecanica molecular. Aquests
tracten els atoms i els enllagos que formen les molecules com un sistema de esferes i
molles. El camp de forces (force-field)"*' és el conjunt d’equacions i parametres que
s'utilitzen per calcular I'energia d’un sistema a partir de les seves coordenades atomiques.
L’expressi6 del camp de forces contempla: a) un conjunt d’interaccions a través dels
enllagos com sén les deformacions de la longitud d’enllag (stretching), I'angle d’enllag
(bending), el gir o torsi6é de I’enllag, les vibracions fora del pla... b) un conjunt d’interaccions
a través de l'espai com soén les interaccions de Van der Waals i les interaccions
electrostatiques, i ¢) un conjunt d’interaccions creuades (cross-terms) les quals tenen en
compte |'acoblament entre els diferents tipus d’interaccions. El camp de forces es
complementa amb un conjunt de parametres que depenen del tipus d’atoms (atom-type)
als quals fa referencia. Aquests son etiquetes que s’assignen als atoms i que pretenen
resumir les seves caracteristiques tan estructurals (distancia i angles d’enllag...) com
quimiques (hibridacié, aromaticitat...) tenint en compte |'element quimic del que es tracta.
La parametritzaci6 és |'etapa clau en el desenvolupament d’un camp de forces.

Els camps de forces utilitzats en aquesta tesi son:

e Consistent Valence Force Field (CVFF):'**'** Camp de forces general en I'ambit de la
bioquimica. Parametritzat a partir de dades experimentals per tal de reproduir el
comportament d’aminoacids, |'aigua i una gran varietat de grups funcionals. El seu
marge d’aplicaci6 compren molécules organiques senzilles, peptids, proteines i
sistemes organics complexes.

e Tripos Force Field (TriposFF):"** Camp de forces general desenvolupat per la casa
comercial Tripos per incloure’l en el seu software (SYBYL). El seu marge d’aplicacié
compren molecules organiques senzilles i proteines.

e Amber89 (Assisted Model Building and Energy Refinement):'*** Camp de forces
general parametritzat a partir de dades experimentals per tal de reproduir el
comportament de proteines i acids nucleics. No obstant, ha estat ampliament
utilitzat per a l'estudi de polimers i molecules senzilles.

o MMO94FF (Merck Molecular Force Field):'*">> Camp de forces general considerat de
segona generacid. Parametritzat a partir de calculs ab initio, el seu marge d’aplicacié
compren l'estudi de molécules organiques senzilles, proteines i altres sistemes
d’importancia biologica.
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4. Analisi conformacional.

La conformacié d’una molécula és la col-locacié espacial dels atoms la qual es pot
convertir en una nova conformacié mitjancant la rotacié d’un o diversos enllagos.”* Cada
conformacié porta associada un valor d’energia. L'espai conformacional és el conjunt format
per totes les conformacions possibles. A efectes practics només tenen interes les
conformacions que estan en un minim d’energia, ja sigui local o absolut, i les que
caracteritzen un estat de transicio.

L'analisi conformacional consisteix en 'exploracié de les conformacions energeticament
favorables fent servir tecniques de modelitzacié molecular.”™' L’espai conformacional es pot
explorar mitjancant recerques sistematiques, aleatories, metodes de Monte-Carlo, dinamica
molecular i metodes basats en regles geométriques combinades o no amb processos de
minimitzaci6 energetica.

En aquesta tesi s’han utilitzat principalment metodes de dinamica molecular. No obstant,
en alguns casos concrets s’ha fet un analisi sistematic d’una part concreta de la molecula, i
quan la dinamica molecular no ha estat possible s’han utilitzat recerques aleatories.

La dinamica molecular consisteix en la simulacié del moviment dels atoms d’una
molécula d’acord amb les lleis del moviment de Newton."' Generalment, les forces que
actuen sobre els atoms es calculen fent servir camps de forces de mecanica molecular. Té la
seva base en la hipotesi ergodica que afirma que “el promig temporal d’una propietat
macroscopica en un sistema és igual a la mitjana d’aquesta propietat en un sistema
microscopic (col-lectivitat canonica) en un instant de temps”. Aixi doncs i per exemple, la
distribucié de valors en la rotacié d’un enllac és la mateixa tan si es consideren els valors de
I"evolucié en el temps d’un tnic enllag com si es consideren els valors de mdltiples enllagos
en un instant de temps.

5. Descriptors moleculars.

Els descriptors moleculars representen alguna propietat fisico-quimica de les moléecules
mitjangant un valor numeric. En I'ambit de les relacions estructura-activitat s’utilitzen
descriptors que caracteritzen els tipus d’interaccions més habituals en la unié
substrat-receptor: hidrofobic, esteric, electrostatic i interaccions per enllag d’hidrogen."* "%

Es poden diferenciar dos tipus de descriptors: Classics i 3D. Els primers descriuen les
propietats moleculars a través d’un parametre monodimensional. Els segons descriuen les
propietats mitjancant la projeccié d’aquestes propietats en I'espai tridimensional que
envolta les molécules. En aquest segon grup destaquen els camps d’interaccié molecular
(MIF).">°

En aquesta tesi s’han utilitzat exclusivament el camp d’interaccié molecular GRID.

5.1. GRID.

Els camps d’interaccié molecular GRID™'®" proporcionen una eina computacional per
determinar les zones d’interaccié energeticament favorables de molécules conegudes. Es
poden utilitzar tan per estudiar molecules individuals com farmacs, sistemes periodics com
membranes o cristalls, macromoléecules, proteines, etcetera.

El procediment consisteix en posar la molecula o el sistema d’estudi (target) dins d’una
caixa tridimensional en la qual es defineix una malla. En el primer punt de la malla es situa
una molécula o entitat molecular, que s'anomena sonda (probe). Aquesta sonda pot ser una
molécula com per exemple l'aigua, un fragment molecular com per exemple un residu
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aminoacid o quelcom sense representaci6 fisica com per exemple la sonda hidrofobica. En
cada punt de la malla es calcula I'energia d’interaccié entre la molecula d’estudi i la
molecula o entitat molecular anomenada sonda. Les energies queden recollides en un
vector (Figura 24).

> EEe |%|@@@@@@@¢|

Figura 24: Esquema del procediment del calcul dels camps molecular GRID fent
servir la sonda d'aigua.

A diferéncia d’altres camps d’interaccié molecular com per exemple CoMFA,"** GRID
calcula I’energia d’interaccié global. Es a dir, en cada punt es calcula I'energia d'interacci6
entre la molécula i la sonda com la suma dels diferents tipus d’interaccié possibles: esteric,
electrostatic i enllag d’hidrogen (Equacié6 1).

atoms atoms atoms

Equacié 1 Exyz — z Efzstéric + Z Eleectrostdtic + Z E Pontd'hidrogen
i=1 i=1 i=1

i-xyz i-xyz i-xyz

L’energia es pot visualitzar a un tall determinat (Figura 25). Per exemple, en la sonda
d’aigua a —3 kcal/mol s’observen les interaccions electrostatiques fortes i per enllag
d’hidrogen, mentre que a —0,5 kcal/mol s’observen principalment les interaccions
esteriques.

—3 kcal/mol —0,5 kcal/mol

Figura 25: Visualitzacié de |'energia d’interacci6 entre la brassinolida i 'aigua a —3 i
—0,5 kcal/mol.

En aquesta tesi s’han fet servir les sondes d’aigua (molecula d’aigua) i metil (fragment
molecular de metil). Tots els mapes de GRID que es mostraran corresponen a la sonda
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d’aigua i estan representats a —3 kcal/mol per tal de poder discutir les interaccions
electrostatiques fortes i les interaccions per enllag d’hidrogen.

5.2. Similitud molecular i Alineament.

El concepte de similitud molecular és en si mateix molt explicit, i tot i que se li han
dedicat gran quantitat d’articles i llibres, en cap d’ells se I’ha arribat a definir de forma
inequivoca.'®'® El motiu principal que argumenten és que la nocié de similitud depén
considerablement del context en el qual s'utilitza. Similitud, dissimilitud o
complementarietat sén conceptes ambigus que necessiten ser definits i expressats
matematicament. En aquest sentit s’han descrit diversos index de similitud entre els quals el
de Carb6 (Crp)'" i el de Hodgkin (Hag)'® sén dels més estesos. En aquests indexs I'oposat a
la similitud (valor +1) no és la dissimilitud (valor 0) siné la complementarietat (valor —1).
Aquesta és respecte de la similitud el que un motlle al seu objecte.

L'index de similitud de Carbd (C,s) va ser originalment desenvolupat per comparar
molécules d’acord amb la seva densitat electronica. Posteriorment, s’ha generalitzat aquest
index de similitud per comparar qualsevol propietat estructural entre dos molécules
(Equacié 2a). Un altre index de similitud que ha tingut molta acceptacié és el de Hodgkin
(Has, equacio 2b). Mentre que I'index de Carbd és sensible a la forma de la distribuci6 de la
propietat, el de Hodgkin reflecteix més la seva magnitud.

J-PAPB
1 1 ;
qﬁ%Qﬁ%

El concepte d’alineament molecular esta intimament relacionat amb el de similitud
molecular i és un dels punts critics en els estudis de QSAR.

Per exemple, si es duplica una molécula (un BR), es gira 902 i es calcula els camp
d’interaccié de GRID amb la sonda d’aigua s’obté un vector on les zones d’interacci6
corresponents al carbonil de I'anell B no coincideixen (Figura 26). Llavors, es déna la
paradoxa de que una molécula no és idéntica a si mateixa simplement pel fet de girar-la.

2| P,P,
equacié 2b: H ,, = ‘[A z

equacié 2a: CAB = AB W
A B

Figura 26: Exemple de la importancia de |'alineament en els estudis de QSAR.
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L’alineament molecular pretén corregir les diferéncies numériques originades per una
diferent distribuci6 tridimensional de les molécules i es complica a mesura que augmenta la
diferéncia estructural entre les molécules que es comparen. En aquests casos cal identificar
les zones que sén comunes a les dos molécules, la qual cosa no sempre és trivial, per
utilitzar-les com a guia en el procés d’alineament.

El resultat de I'alineament depén en gran mesura de la propietat triada per comparar i
superposar les molécules entre si. Es poden emprar diverses propietats alhora de fer
I"alineament:

e Esquelet comu: Les molecules s’orienten de forma que es minimitza la distancia
entre els atoms equivalents que conformen un esquelet rigid, el qual és present en
tots els compostos de la serie.

e index de similitud: Les molécules s'orienten de forma que es maximitza la
superposicié del potencial electrostatic molecular (MEP) i/o el volum molecular
definits a través d’uns index de similitud.

e Camps moleculars: Les molécules s‘orienten de forma que es maximitza la
superposicié d’un o diversos camps moleculars.

En I'optimitzacié de la propietat escollida es pot considerar la molecula rigida o flexible.

Si es considera rigida és necessari haver determinat amb anterioritat la conformaci6 activa
de la molecula. Si es considera flexible |"algorisme d’optimitzacié ha de maximitzar |'index
de similitud alhora que minimitza també I’energia. Com tota optimitzaci6 presenta el
problema dels maxims locals de similitud.

En aquesta tesi s’ha utilitzat I'alineament a través d’un esquelet comd mitjangant la
superposicié dels anells C i D de I'esquelet esteroide (Alineament CD), i I'alineament de
camps moleculars fent servir els camps de GRID amb la sonda d’aigua (Alineament H20).
Aquest Ultim ha substituit I'alineament a través de la superposicié de I'index de similitud
electrostatic de Carbé6 (Alineament MEP) realitzat anteriorment en |"equip.

6. Técniques estadistiques.

La regressi6 és la utilitzaci6 de metodes estadistics per crear un model matematic que
descrigui la variaci6 d’una determinada resposta (variable dependent) com combinacié dels
efectes d’un conjunt de descriptors (variables independents).'” La seleccié de la técnica
estadistica apropiada depén de la naturalesa de la variable dependent, el nombre de
descriptors i la correlacié que pugui existir entre ells.

6.1. Regressio Lineal Miiltiple (Multiple Linear Regression, MLR).

Tecnica estadistica de regressi6 que descriu les variacions d’una resposta (variable
dependent) com a combinacié lineal de les variables independents. S’ajusta una equacié
lineal mitjangcant metodes de minims quadrats. Les principals limitacions d’aquesta técnica
son: a) les variables han de ser linealment independents, no han d’estar correlacionades, i
b) només es pot aplicar per un nombre reduit de variables, generalment una variable per
cada 4 compostos a analitzar.
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6.2. Analisi de Components Principals (Principal Component Analysis, PCA).

Es tracta d’una tecnica d’analisi multivariant d’un conjunt de dades mitjangant la
identificaci6 de combinacions lineals ortogonals entre si de les variables originals, per tal
d’explicar la major part de la variabilitat de les dades. Aquesta tecnica “condensa” en uns
pocs components principals la major part de la informacié continguda en les variables
originals. Aquesta visi6 simplificada del sistema permet descobrir pautes, tendéencies o
agrupacions dels objectes que no sén identificables mitjancant 'espai de les variables
originals. A través de la interpretacié dels components principals, es pot identificar les
variables originals que tenen una major participacié en la formaci6 de les pautes o
agrupacions.

Tot i que hi ha diversos algorismes, el més utilitzat consisteix en redefinir les variables
inicials buscant, en primer lloc, una nova variable anomenada primer component principal
(CP,) que expliqui la maxima dispersié de les dades. Aquest component principal s’obté
com una combinacié lineal de les variables inicials. Posteriorment es poden definir més
components principals que expliquin la maxima dispersié de les dades que encara queda
per explicar. Els components principals sén ortogonals entre si (Figura 27).

Figura 27: Exemple/Simplificacié del funcionament del PCA. Les variables conformen
els eixos de coordenades, sobre els quals es situen els objectes.

En el camp de 3D-QSAR s'utilitza per revelar les regions més importants d’un conjunt de
moleécules bioactives que han de ser tingudes en compte en el disseny d’analegs.'®®

6.3. Regressié de Components Principals (Principal Component Regression, PCR).

Tecnica de regressié que consisteix en realitzar successivament un analisi de components
principals (PCA) seguit d’una regressi6 lineal multiple (MLR). Els components principals del
PCA son utilitzats com a variables independents en la MLR. Aixo permet reduir el nombre
de variables independents a uns pocs components principals, els quals en ser ortogonals es
garanteix que son realment independents entre si.

6.4. Minims Quadrats Parcials (Partial Least Squares, PLS).

Tecnica de regressi6 multivariant robusta que, igual que el PCA, redefineix les variables
inicials buscant primer una nova variable anomenada variable latent (LV,) que explica la
maxima dispersié de les dades que alhora tingui relacié amb les dades d’activitat (Figura
28).169-171

-51/249 -



Teoria i Metodes

O O/

f ©
2] Q_Ww/'/ (1327,5}
A

x93

Figura 28: Exemple/Simplificacié del funcionament del PLS. La ob#nci6 de la variable
latent ve guiada per les dades d’activitat.

6.5. Validaci6 dels models de regressié.

La validacié d’un model s'utilitza per determinar la seva capacitat tan de calcul com de
prediccié. La capacitat de calcul es mesura a través de la desviaci6 estandard de |'error de
calcul (SDEC, equacié 3a) i del coeficient de correlacié (r°, equacié 3b). La capacitat de
predicci6 es mesura a través de la desviacié estandard de I'error de prediccié (SDEP,
equacié6 4a) i del coeficient de predictibilitat (g°, equacié 4b).

_— Z(y;alc _y[real)z

calc _ _ real 2
SDEC = Z(yi Vi ) ; equacio 3b:  r” =

N z ( yicalc _y ipmmig )2

re real \?
equacié 4a:  SDEP = Z( ’ : ; equacié 4b:  q* =1- Z(y?’ -y IA) .
N Z(yipred _ yipromtg)

equacio 3a:

Un dels objectius dels estudis estructura-activitat és predir |’activitat de nous analegs que
encara no hagin estat sintetitzats. Per tant, la mesura en la capacitat de prediccié d’un
model és un bon criteri per avaluar-ne la seva qualitat.

Hi ha dos grans metodes generals de validacié: '’

e [xterna: Utilitzen compostos diferents per construir el model i validar-lo. Abans de
fer el model es diferencien dos grups de molécules. Un conjunt (data set) s'utilitza
per construir el model de regressi6. L'altre conjunt (test set) s’interpola en el model
anterior i es contrasta |'activitat predita amb |’experimental.

e Interna o validaci6 creuada: Utilitzen els mateixos compostos per construir el model i
validar-lo.

En aquesta tesi i degut a limitacions en el nombre de BRs a estudiar, s’han utilitzat
principalment metodes de validacié creuada. EI més utilitzat és ['anomenat Leave One Out
(LOO), tot i que en un cas concret s’ha fet servir el Leave Two Out (LTO) i la validacié per
grups. També s’ha assajat la possibilitat de reduir els models per fer servir metodes de
validaci6 externa.

El metode de validacié interna Leave One Out (LOO) consisteix en construir una serie
de models reduits igual al nombre de molécules. En cadascun d’ells es deixa un compost
fora del model reduit (d’aqui el nom). Posteriorment cada compost s’interpola en el model
reduit del qual n’ha quedat fora i es contrasta |'activitat predita amb |’experimental. El
metode LTO és similar, perd en cada model reduit es deixen dos compostos fora. El
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metode de validacié per grups també és similar i és ['usuari qui defineix els grups que es
queden fora de cada model reduit.

7. Activitat biologica.

7.1. Activitat a nivell general i a nivell molecular.

A nivell general l'activitat biologica d’'un compost ha de ser considerada com l'efecte
total que aquest compost provoca en |'organisme.'”” No obstant, 'estudi d’aquest efecte
total és molt complex degut al gran nombre de processos involucrats i interrelacionats entre
si. Per tant, es fa una simplificacié i es considera només l'accié principal que el compost
provoca en |'organisme.

A nivell molecular I'activitat biologica es correspon habitualment a la unié d’un compost
de baix pes molecular (substrat) a un receptor macromolecular, generalment una proteina
(receptor). La uni6é substrat-receptor pot ser descrita com un procés d’associaci6 i
dissociacié mitjancant un equilibri termodinamic (Figura 29). En conseqiencia I'activitat
biologica s’expressa com |’afinitat entre les parts i la constant termodinamica és una mesura
de I’afinitat per substrat.

ks

s + R SR AG;, =-RTlogK

&
Figura 29: Esquema de la uni6 substrat-receptor i equacié de I'equilibri termodinamic.
ky i k_; son les constants d’associacié i dissociacié respectivament.

1 1

Per a que la unié entre un substrat i el seu receptor sigui productiva ha d’haver entre tots
dos una complementarietat tan geometrica com electrostatica en el moment de la unié.
Aixo déna lloc al concepte d’especificitat per substrat. En el centre d’uni6 existeix una
quiralitat inherent deguda a que les proteines estan constituides per L-aminoacids. Aixo fa
que els centres d’uni6 siguin asimétrics i que la complementarietat electrostatica no estigui
garantida per estereoisomers. La complementarietat geometrica també ha d’existir i
constitueix un requisit tan o més rigords que l'anterior.'”*

La corba de la resposta biologica en funci6 de la concentracié de substrat (corba
dosi—resposta) segueix una funcié sigmoidal. Al 50% de la resposta maxima la meitat dels
receptors estaran lliures i l'altre meitat estaran ocupats. Aix0 fa que la constant
termodinamica del procés sigui igual a la concentracié de substrat on la resposta és el 50%
de la resposta maxima i en conseqiiencia I'energia lliure de Gibbs associada a la uni6
substrat-receptor també esta relacionada amb aquesta concentracié (Figura 30). Aquesta
concentracié es coneix com LD, és una mesura de I'afinitat per substrat de les proteines, i
és el parametre recomanat en els estudis de correlacié estructura-activitat.'”

AG;, = RTlog[K ,,]= RT log :—1 = RTlog{ [FS]_ES]]} W Riay > [RES Ry AG? = RT log[S,g0, ]
-1

Figura 30: Relaci6 entre la energia lliure de Gibbs de la reacci6 i la concentracié de
substrat on la resposta és el 50% de la resposta maxima.

-53/249 -



Teoria i Metodes

7.2. Tipus de bioassajos.

e Assajos “in vivo”.

Els assajos “in vivo” es realitzen amb el bioorganisme sencer i viu. En conseqiéncia en
I"activitat no només es mesura la unié substrat-receptor siné que també es tenen en compte
altres factors com |’absorcié del principi actiu, el transport i la seva distribucié al llarg de
I'organisme, el processos metabolics i de degradaci6, etcetera. Tots aquests fenomens tenen
lloc en major o menor grau quan s’aplica el compost i sén una caixa negre fins que no es
tradueixen en un efecte macroscopic observable.

Aquests assajos caracteritzen I'accié principal de l'activitat biologica global, pero es
desconeix |'efecte de cadascun dels processos implicats. El valor d’activitat pot continuar
considerant-se com la concentracié de substrat on la resposta és el 50% de la resposta
maxima com a dada d’activitat (LDs,) ja que esta relacionada amb I'energia lliure de Gibbs
associada a tot el bioassaig (Figura 317).

AG,, = AG,,, + AGTMW +AG,,,.» +-..=RTlog(K ;'K Ko, ) =RTlog(K ;,)

Figura 31: Energia lliure de Gibbs del bioassaig (AG,).

Transp. ’

e Assajos “in vitro”.

En els assajos “in vitro” cal diferenciar entre els que es realitzen amb una part d’un ésser
viu (organ, teixit...) i els que disposen del receptor aillat. En els primers la discussio és similar
als assajos “in vivo”. En els segons, es pot estudiar especificament la interacci6
substrat-receptor determinant tant les constants cinetiques com les constants termo-
dinamiques. Aquests Gltims caracteritzen perfectament |'activitat a nivell molecular, pero no
I"activitat a nivell global.

7.3. Activitat i SAR.

En els estudis de relacié estructura-activitat on no es coneix el receptor cal aplicar
metodes indirectes d’estudi. Aquests porten implicit la necessitat d’haver de considerar que
en l'estructura de les molécules d’estudi hi ha inclosa tota la informacié necessaria per
explicar el seu comportament i que totes les molecules s'uneixen a un dnic receptor
mitjangant els mateixos punts d’unié. Si Iactivitat s’ha determinat “in vivo” és evident que
no hi ha implicat un Gnic receptor.

En general, s’asumeix que |'Gnic efecte que incideix en [l'activitat és la uni6
subtrat-receptor i que la resta d’efectes (absorci6, transport, metabolisme...) sén similars per
a tots els compostos. En el cas on no es pugui garantir I'anterior, es considera que el
receptor és un receptor virtual del bioassaig que es descriu mitjangant la constant termo-
dinamica K34, la qual engloba tots els procesos que tenen lloc.

En aquesta tesi, la situaci6é és la descrita en Gltim lloc ja que l'activitat dels BRs s’ha
determinat “in vivo”, es fan servir metodes indirectes per correlacionar-la amb |’estructura i
no esta garantit que els efectes d’absorcid, transport, metabolisme... siguin similars per a
tots els compostos. L'exemple més clar és la castasterona, la qual és el precursor de la

brassinolida i és activa “per se”."”*"”’
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