
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DDIISSCCUUSSSSIIÓÓ  DDEE  RREESSUULLTTAATTSS::  CCAAPPÍÍTTOOLL  33  
  

QQ  SS  AA  RR  
 
 
 





Discussió de Resultats: QSAR   Part I: Conformació Activa i QSAR 

- 145 / 249 - 

 

PPAARRTT  II::  CCoonnffoorrmmaacciióó  aaccttiivvaa  ii  QQSSAARR..  
 
 

1. Introducció. 
 
L’activitat dels BRs com a promotors del creixement vegetal, està íntimament 

relacionada amb la seva estructura. Els estudis de relació estructura-activitat quantitatius 
(QSAR) pretenen obtenir un model matemàtic que sigui capaç d’explicar aquesta relació. La 
interpretació d’aquest model permet establir els requisits necessaris per a que els BRs 
desencadenin la seva activitat. Fins i tot, es pot intentar explicar com es produeix la unió 
substrat/receptor (virtual receptor site o VRS). A més a més, el model es pot fer servir per 
predir l’activitat de nous anàlegs, encara sense sintetitzar. 

En el capítol anterior s’ha vist com l’equip ha anat desenvolupant fins a quatre 
conformacions actives dels BRs (SQR, IZR, MVP i HIP). A cadascuna d’elles li ha seguit el seu 
corresponent model QSAR.* El fet de tenir quatre conformacions actives amb els seus 
quatre corresponents models QSAR, fa que hi hagi quatre maneres diferents de: a) 
interpretar els requisits necessaris per a que els BRs desencadenin activitat, b) explicar la 
unió substrat/receptor, i c) predir l’activitat de nous anàlegs. 

S’ha vist que les quatre conformacions actives són estructuralment diferents i en alguns 
casos és difícil establir una relació estructura-activitat qualitativa (SAR). No obstant, els 
models quantitatius (QSAR) no són tan diferents com es podria esperar i presenten una 
bona correlació malgrat les diferències estructurals. Aquest fet es pot justificar, a priori, 
argumentant que les variacions estructurals es centren en una part reduida de la molècula. 
Les principals diferències afecten: 1) a l’extrem final de la cadena lateral, el qual representa 
només el 24% de l’estructura total, i 2) a un dels cinc grups funcionals polars, l’hidroxil en 
C23. 

A continuació es pretén comparar entre si els quatre models QSAR per: a) quantificar 
fins a quin punt són similars i/o diferents, i b) establir si els models són independents de la 
conformació activa o no. No obstant, la comparació directa no és la més raonable per 
diversos motius: 

1. El nombre de BRs presents en cada model és diferent ja que a mesura que s’han 
sintetitzat nous BRs s’han incorporat al model. 

2. Les dades d’activitat dels BRs no són iguals en cada model. Primer, perquè en alguns 
models s’ha fet servir el “−log(dosi45º)” i en altres el “–log(dosi50%)”. Després, perquè 
al llarg de la tesi l’equip ha revisat l’activitat de la brassinolida i la castasterona 
(pàgines 213−219). 

3. En la realització dels models es fa un pretractament de les dades per tal de millorar la 
seva qualitat. Aquest pretractament està íntimament relacionat amb l’estructura del 
conjunt de BRs del model (data set). Degut a que l’estructura de cadascuna de les 
conformacions actives és diferent i a que també ho és el nombre de BRs del “data 
set”, el pretractament de les dades en cada model és necessariament diferent. 

Així doncs, el primer que cal fer és unificar criteris. 
 
 

                                                 
* El nom que es va assignar a la conformació activa es trasllada als models estadístics i, per exemple, 
el model SQR és el model QSAR realitzat amb la conformació activa SQR. 
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1.1. BRs dels models (data set) i dades d’activitat. 
 
Seria molt interessant actualitzar els models fent servir tots els BRs actius que actualment 

es disposen. Aquest desig, però, no és possible ja que la conformació activa IZR actua com 
a limitant. Recordar que en aquesta conformació el diol de les cadenes laterals dels 
22R,23R-BRs presentava una conformació eclipsada amb els hidroxils quasi solapats. Això 
comportava un problema alhora de construir els nous BRs. Inicialment s’assignava al diol de 
la cadena lateral la conformació eclipsada, però l’enllaç evolucionava cap a posicions 
alternades en optimitzar l’energia i la conformació final no coincidia amb la de la seva 
cadena lateral tipus. Aquest fet obliga a prendre els 20 compostos presents en el model IZR. 
El valor d’activitat s’expressa a través del “−log(dosi50%)” (Taula 8). 

 
BRs –log(dosi50%)  BRs –log(dosi50%) 
bl 3,86  hbl 3,32 
cs 3,33  hbl_cis 2,45 

epibl 2,67  hcs 2,78 
epics 2,29  hcs_cis 1,41 

epics_2b3b 0,37  hcs_2n3a 2,02 
epics_2n3n 0,47  hcs_2n3b 1,52 

S_hbl 2,05  hcs_6OHa 1,60 
S_hcs 1,27  hcs_6OHb 1,70 

S_epibl 2,24  hcs_5OH 1,71 
S_epics 1,12  hcs_eter 0,71 

Taula 8: Conjunt de BRs presents en els models (“data set”). 
 
 

1.2. Estratègia i pretractament de les dades. 
 
Per tal de garantir el mateix tractament a cadascuna de les quatre conformacions actives, 

es procedeix de la següent forma (Figura 128): 
• S’apleguen les 80 molècules (20 BRs per 4 conformacions actives) en un únic fitxer. 
• Sobre aquest fitxer es calculen els mapes de GRID fent servir una caixa que engloba 

les 80 molècules i un pas de malla de mig amstrong.  
• El resultat s’importa a GOLPE on es fa el següent pretractament: a) es suprimeixen 

els valors positius per considerar només les interaccions favorables, b) es realitza un 
escalat per bloc de les sondes per donar-les el mateix pes, c) s’aplica un tall 
d’energia de 0,1 kcal/mol per suprimir les variables amb més soroll, d) s’aplica un tall 
en la desviació estàndard de 0,1 kcal/mol per suprimir les variables amb menys 
informació, i e) es suprimeixen les variables a 2, 3 i 4 nivells, les quals poden 
distorsionar el model. 

• Primer es realitza un model CONJUNT amb les 4 conformacions actives dels 20 BRs. 
Posteriorment es separen els compostos segons la seva conformació activa i es 
realitzen els models SQR, IZR, MVP i HIP. 
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Figura 128: Esquema del procés d’obtenció dels models. 

 
Per cada model es realitza: 1) un anàlisi de components principals (PCA) on s’estudien 

les semblances i diferències estructurals entre BRs, i 2) un anàlisi de mínims quadrats 
parcials (PLS) per correlacionar l’estructura amb l’activitat i obtenir el model QSAR. 

 
 

2. Model CONJUNT. 
 

2.1. Anàlisi de Components Principals (PCA). 
 

a) Agrupació segons les conformacions actives. 
 
Els tres primers components principals expliquen amb un 34% de la variància, les quatre 

conformacions actives (Figura 129). S’observa com la conformació activa SQR és la més 
diferent de totes. Per la resta, s’observa una gradació en la qual les conformacions IZR i HIP 
són les més diferents entre si, i la conformació MVP queda enmig. Cal destacar que hi ha 
dos compostos que malgrat tenir la conformació activa IZR, es troben en el grup dels 
confórmers SQR. Aquest són els dos 22S,23S-homoBRs (S_hbl i S_hcs), en els quals no hi ha 
gaire diferència estructural entre les conformacions SQR i IZR (veure Figura 87 i Figura 88, 
pàgina 106). 

 

 
Figura 129: Gràfic d’objectes dels 3 primers components principals del model CONJUNT. 
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El primer component principal posa de manifest la diferència existent entre la 
conformació activa SQR i la resta. Aquesta es deguda a: 1) l’hidroxil en C23 s’orienta en el 
pla de l’esquelet enlloc de fer-ho cap a la cara α, i 2) l’extrem final s’orienta cap a la cara α. 

El segon component principal explica principalment les diferències en els anells A i B 
dels BRs, però comença a diferenciar les conformacions actives IZR de les HIP. 

El tercer component principal acaba d’explicar les diferències entre les conformacions 
actives IZR i les HIP. Aquesta es deguda a: 1) la diferent orientació de l’hidroxil en C23, i 2) 
el volum de l’extrem final de la cadena lateral. Les conformacions actives MVP queden 
enmig ja que l’orientació de l’hidroxil en C23 coincideix amb la HIP, però el volum de 
l’extrem final de la cadena lateral coincideix millor amb la IZR. 

 
b) Altres agrupacions. 

 
El segon component principal explica majoritàriament les diferències en els anells A i B 

dels BRs segons una tendència que, a priori, no sembla lògica. Habitualment, s’acostuma a 
tractar per les funcionalitats de l’anell A (diol 2α,3α, diol 2β,3β...) i l’anell B (lactona, 
cetona...) per separat. No obstant, el model les tracta conjuntament diferenciant entre 
2α,3α-lactones, 2α,3α-cetones*, i cetones amb funcionalitat diversa a l’anell A† (Figura 
130a). 

Estudiant el perquè d’aquesta observació, es detecta una interacció estructural que 
afecta als anells A i B. Tots els BRs amb funcionalitat lactona en l’anell B presenten el diol 
2α,3α en l’anell A. En canvi, els BRs amb funcionalitat cetona en l’anell B presenten o bé el 
diol 2α,3α o bé altres funcionalitats en l’anell A. No hi ha cap BRs amb funcionalitat 
lactona en l’anell B i amb funcionalitat diversa a l’anell A.‡ Aquesta interacció afecta 
considerablement els resultats del PCA ja que el segon component principal no pot explicar 
l’anell A sense l’ajut de l’anell B, ni viceversa. La màxima diferència estructural no es dóna 
entre el diol 2α,3α o 2β,3β, ni entre lactona o cetona sinó entre 2α,3α-lactones i cetones 
amb funcionalitat diversa a l’anell A, quedant les 2α,3α-cetones en una situació intermèdia. 

El quart component principal explica els BRs amb unió A/B cis (Figura 130b). 
Els coeficients del cinquè component principal no es poden interpretar d’acord amb cap 

dels BRs sintetitzats. Per fer-ho, cal separar l’anell A de la cadena lateral: En l’anell A explica 
les diferències entre els 2α,3α-BRs i els 3β-BRs. En la cadena lateral explica les diferències 
entre els 22R,23R-BRs i els 22S,23S-BRs de les conformacions actives SQR i IZR. 

El sisè component principal explica les diferències entre els 22R,23R-BRs i els 
22S,23S-BRs de les conformacions actives MVP i HIP d’acord amb els volums de la cadena 
lateral. 

 

                                                 
* Aquest grup inclou els tres compostos amb una funcionalitat oxigenada en l’anell B enlloc del 
carbonil (hcs_6OHa, hcs_6OHb i hcs_eter). Aquest fet es repetirà en tots les models. Per tant, si no 
es diu el contrari el grup de les 2α,3α-cetones inclourà els tres compostos anteriors. Igualment, si no 
es diu el contrari el grup de les 2α,3α-cetones inclourà l’anàleg amb un sol hidroxil en posició 3α 
(hcs_2n3a). Els BRs amb unió A/B cis i diol 2β,3β també acostumen a entrar dins d’aquest grup, no 
obstant, en el model CONJUNT es comporten com cetones amb funcionalitat diversa a l’anell A. 
† S’entén per funcionalitat diversa en l’anell A, qualsevol que no presenti un grup funcional en la cara 
α de l’anell A. 
‡ L’anàleg BR hbl_cis entraria dins d’aquesta categoria. No obstant, l’anàleg es comporta com si la 
funcionalitat a l’anell B fora una cetona enlloc d’una lactona. Aquest fet es repetirà en tots les models 
i per tant la hbl_cis mai no es considerarà com una lactona. 
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Figura 130: a) Gràfic d’objectes dels 2 primers components principals del model 
CONJUNT. b) Gràfic d’objectes del tercer i quart component principal del model 
CONJUNT. 

 
 

2.2. Anàlisi de mínims quadrats parcials (PLS). 
 

a) Paràmetres estadístics. 
 
S’han calculat 10 components principals. El model s’ha validat mitjançant mètodes de 

validació creuada. Es fan servir tres tècniques: LOO (Leave One Out), LTO (Leave Two 
Out) i classificació en grups definits. En l’últim cas es defineixen quatre grups segons la 
conformació activa. Així doncs, es construeixen tres models reduïts. En cadascun es deixa 
una família de conformers actius fora. Posteriorment, el compostos de cada família 
s’interpolen en el model reduït del qual n’han quedat fora i els contrasta l’activitat predita 
amb l’experimental. 

A la Taula 9 es mostren els paràmetres estadístics del model. Es presenta: a) la variable 
latent, b) la variància tant l’explicada pel component (XVarExp) com l’acumulada (XAccum), 
c) la desviació estàndard de l’error de càlcul (SDEC), d) el coeficient de correlació (r2), e) la 
desviació estàndard de l’error de predicció (SDEP), i f) el coeficient de correlació de la 
predicció (q2) calculat amb cadascuna de les tres tècniques (LOO, LTO i classificació en 
grups definits).  

Els mètodes de validació LOO i LTO donen valors molt optimistes de predictibilitat, els 
quals augmenten component rere component. Això es deu a que aquests mètodes no són 
capaços d’extreure tots els compostos d’una mateix classe o família i en conseqüència la 
informació de les classes és ben present en els models reduïts. Per contra el mètode de 
validació per grups ha permès eliminar les famílies de confórmers actius en els models 
reduïts la qual cosa ha provocat que l’estimació de la predictibilitat hagi estat més 
conservadora i més realista. Més conservadora perquè arriba a un màxim del 60% i més 
realista perquè la seva evolució coincideix amb la interpretació dels coeficients. 
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components XVarExp XAccum SDEC r2 SDEP q2 (LOO & LTO)**** SDEP q2 (Grups) 

0 0,00 0,00 0,92 0,00 0,93 -0,03 0,92 0,00 
11  77,,7766  77,,7766  00,,5566  00,,6622  00,,6666  00,,4488  00,,6622  00,,5544  
22  55,,5522  1133,,2277  00,,4444  00,,7777  00,,5577  00,,6611  00,,5588  00,,6600  
33  66,,5511  1199,,7788  00,,3333  00,,8877  00,,5544  00,,6655  00,,6611  00,,5566  
4 12,10 31,88 0,27 0,91 0,49 0,72 0,56 0,63 
5 5,16 37,04 0,22 0,94 0,46 0,75 0,56 0,63 
6 4,47 41,51 0,17 0,96 0,41 0,80 0,57 0,61 
7 5,11 46,62 0,14 0,98 0,39 0,82 0,57 0,62 
8 4,24 50,85 0,12 0,98 0,37 0,84 0,58 0,60 
9 3,16 54,01 0,10 0,99 0,35 0,85 0,57 0,61 

10 5,19 59,20 0,09 0,99 0,34 0,86 0,58 0,60 
Taula 9: Paràmetres estadístics del model CONJUNT. 

 
b) Interpretació dels coeficients. 

 
El primer component principal correlaciona l’estructura dels BRs amb la seva activitat. 

Amb un 8% de la variància estructural, corresponent a les zones d’interacció dels anells A i 
B, el model és capaç d’explicar un 62% de l’activitat amb un error de càlcul de ±0,56, i 
predir-ne un 54% amb un error de predicció de ±0,62. 

El segon component principal corregeix a la baixa els 22S,23S-BRs independentment de 
la seva conformació activa. Aquest fet és sorprenent ja que els 22S,23S-BRs presenten una 
gran diversitat estructural segons la conformació activa i, a priori, no sembla que hagin 
d’haver gaires similituds. Els mapes de coeficients mostren un volum que és comú a tots els 
22S,23S-BRs. No obstant, mentre que a les conformacions actives SQR i IZR correspon al 
volum de C22 i descriu el fet que la cadena lateral s’orienta cap a la cara α, a les 
conformacions actives MVP i HIP correspon al volum de l’extrem final de la cadena lateral i 
dels anells B i D. Com els mapes de coeficients no es corresponen amb un únic patró que 
caracteritzi l’estructura dels 22S,23S-BRs independentment de la seva conformació activa, 
es suposa que es tracta d’una correlació a l’atzar. 

El tercer component principal corregeix l’activitat segons la conformació activa. 
Corregeix a la baixa la conformació SQR i a l’alça les conformacions MVP i HIP. Els 
coeficients corresponen a les zones d’interacció de l’hidroxil en C23 i del volum de la 
cadena lateral. Tot i que el segon i tercer components principals comporten una millora del 
25% en la capacitat de càlcul, no comporten una millora significativa en el predictibilitat. 

 
c) Contribucions a l’activitat. 

 
En el model CONJUNT només té sentit considerar el primer component principal ja que 

és independent de la conformació activa i no se li atribueix cap correlació a l’atzar. Aquest 
explica un 62% de l’activitat amb un error de càlcul de ±0,56, i prediu un 54% amb un 
error de predicció de ±0,62, fent servir només un 8% de la variabilitat estructural.  

En la Figura 131 es mostren els coeficients del primer component principal a ±0,001. 
De la interpretació dels mapes de coeficients es conclou: 

• Contribucions positives a l’activitat: les 2α,3α-lactones, i l’absència de grups 
funcionals en 3β. 

• Contribucions negatives a l’activitat: les cetones sense grups funcionals en 2α i 3α, 
l’hidroxil 3β, i l’èter en C6. 

                                                 
**** En ambdós casos s’obté el mateix valor. 
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• La cadena lateral no presenta cap contribució a l’activitat.  
Així doncs, independentment de la cadena lateral tipus i/o la seva conformació, el 54% 

de la predictibilitat de l’activitat depèn exclusivament de les funcionalitats dels anells A i B. 
 

 
SSoonnddaa  dd’’aaiigguuaa          SSoonnddaa  ddee  mmeettiill  

Figura 131: Coeficients del model CONJUNT. En vermell es mostren les contribucions 
positives a l’activitat i en blau les contribucions negatives. 

 
 

2.3. Conclusions del model CONJUNT. 
 
Anàlisi de components principals: 

• S’ha demostrat quantitativament que les cadenes laterals tipus de les quatre conforma-
cions actives són diferents entre si. De totes quatre la més diferent és la conformació 
SQR. 

• Pel que fa a la diversitat estructural dels BRs: 
a) La presència d’interaccions estructurals fa que no sigui possible explicar la 

diversitat en l’anell B sense explicar la diversitat en l’anell A.  
b) Quantitativament, la diversitat en els anells A i B és de l’ordre del de la diversitat 

de les conformacions actives. En el següent ordre de d’importància està la 
diversitat deguda als BRs amb unió A/B cis. 

c) Finalment s’ha demostrat quantitativament que els 22R,23R-BRs són estructu-
ralment diferents als 22S,23S-BRs. Aquesta diferència és més acusada en les 
conformacions actives SQR i IZR que en les MVP i HIP. 

 
Mínims quadrats parcials (PLS): 

• La influència de les cadenes laterals tipus de les quatre conformacions actives en 
l’activitat es dóna en el tercer component principal com un factor de correcció, després 
d’una correlació a l’atzar en el segon component principal i no aporta una millora 
significativa en la predictibilitat. Per tant, es pot afirmar que les quatre conformacions 
actives són prou diferents entre si com per no presentar trets comuns que es puguin 
correlacionar amb l’activitat. 

• Només amb les variacions estructurals dels anells A i B ja s’obté un model acceptable, 
capaç de predir l’activitat en un 54% amb un error de predicció de ±0,62. 
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3. Model SQR. 
 

3.1. Anàlisi de Components Principals (PCA). 
 

a) Agrupació segons les cadenes laterals tipus. 
 
Entre el primer, el quart i el cinquè components principals s’expliquen les diferències 

entre les cadenes laterals tipus. Enmig es troben també els BRs amb unió A/B cis†††† (Figura 
132). S’observa com les cinc cadenes laterals tipus són diferents entre si. La principal 
diferència dóna entre els 22R,23R-BRs (cadenes tipus bl, homo i epi) i els 22S,23S-BRs 
(cadenes tipus S_homo i S_epi). No obstant, mentre els 22R,23R-BRs són bastant similars 
entre si, els 22S,23S-BRs són molt diferents entre si.  

El primer component principal (Figura 133a) explica principalment la diferència entre els 
22R,23R-BRs (cadenes tipus bl, homo‡‡‡‡ i epi) i els 22S,23S-BRs (cadenes tipus S_homo i 
S_epi). Aquesta diferència es deguda a: 1) les zones d’interacció del diol de la cadena 
lateral, i 2) les cadenes laterals dels 22S,23S-BRs s’orienten cap a la cara α abans que ho 
facin les dels 22R,23R-BRs. També explica per als 22R,23R-BRs la diferencia entre les 
cadenes tipus homo i epi, quedant enmig les bl. Aquesta es deguda als volums del carboni 
C28 que en el cas de les cadenes tipus epi coincideix amb una part del volum dels 
22S,23S-BRs. 

El quart component principal explica la diferència entre la cadena lateral tipus epi i els 
22S,23S-BRs (cadenes tipus S_homo i S_epi). Els BRs amb unió A/B cis també tenen 
influència en aquest component (Figura 133b).  

Finalment, el cinquè component principal explica les diferències entre les cadenes 
laterals tipus S_homo i S_epi (Figura 133c). 

 

 
Figura 132: Gràfic d’objectes del primer, quart i cinquè components principals del model SQR. 

                                                 
†††† Els BRs amb unió A/B cis es comporten de forma diferent al marge de que la seva cadena lateral 
tipus és homo. 
‡‡‡‡ En el primer component principal els BRs amb unió A/B cis es comporten segons la seva cadena 
lateral tipus (homo). 
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((aa))        ((bb))        ((cc))  

Figura 133: Gràfic d’objectes del primer (a), quart (b) i cinquè (c) components principals 
del model SQR. La coloració dels compostos és fa segons la cadena lateral tipus. 

 
b) Altres agrupacions. 

 
El segon component principal explica les diferències en els anells A i B d’acord amb la 

seqüència 2α,3α-lactones, 2α,3α-cetones, i cetones amb funcionalitat diversa a l’anell A 
(Figura 134a). 

El tercer component principal explica els BRs amb unió A/B cis (Figura 134b). 
 

 
((aa))              ((bb))  

Figura 134: a) Gràfic d’objectes dels 2 primers components principals del model SQR. 
b) Gràfic d’objectes del segon i tercer component principal del model SQR. 

 
Finalment, destacar que les diferències entre les cadenes laterals són d’un ordre de 

magnitud similar a les diferències en els anells A i B. 
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3.2. Anàlisi de mínims quadrats parcials (PLS). 
 

a) Paràmetres estadístics. 
 
En el primer model amb els 20 compostos, tres compostos (cs, epics i hcs_eter) 

presenten un comportament anòmal i es suprimeixen. En el segon model, amb 17 
compostos, només els dos primers components principals són interpretables des del punt de 
vista estructural. A la Taula 10 es mostren els paràmetres estadístics del model. 

 
components XVarExp XAccum SDEC r2 SDEP q2 (LOO) 

0 0,00 0,00 0,88 0,00 0,93 -0,13 
11  2233,,4455  2233,,4455  00,,3366  00,,8833  00,,4488  00,,7700  
22  2200,,1122  4433,,5577  00,,3300  00,,8888  00,,4455  00,,7733  
3 0,74 44,31 0,17 0,96 0,53 0,63 
4 10,42 54,73 0,14 0,97 0,54 0,63 
5 7,06 61,79 0,11 0,98 0,55 0,61 

6.214 variables 
Taula 10: Paràmetres estadístics del model SQR. 

 
 

b) interpretació dels coeficients. 
 
El primer component principal correlaciona l’estructura dels BRs amb la seva activitat 

(Figura 135a). Amb un 23% de la variància estructural corresponent a les zones d’interacció 
dels anells A i B, i en menor grau a la cadena lateral, el model és capaç d’explicar un 83% 
de l’activitat amb un error de càlcul de ±0,36, i predir-ne un 70% amb un error de 
predicció de ±0,48. 

El segon component principal corregeix l’activitat segons la cadena lateral tipus. 
Coincideix amb el primer component principal del PCA i corregeix a la baixa les cadenes 
laterals tipus epi, S_homo i S_epi, i a l’alça les cadenes tipus bl i homo (Figura 135b). 

 

 
((aa))        ((bb))  

Figura 135: a) Gràfic de correlació interna del primer component principal del model 
SQR. b) Gràfic de correlació interna del segon component principal del model SQR. 
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c) Contribucions a l’activitat. 
 
En el model SQR, cal considerar fins al segon component principal, ja que es pot 

interpretar la relació existent entre l’estructura i l’activitat. El model final explica un 88% de 
l’activitat amb un error de càlcul de ±0,30 i prediu un 73% amb un error de predicció de 
±0,45, fent servir el 44% de la variabilitat estructural.  

En la Figura 136 es mostren els coeficients per al segon component principal a ±0,001. 
De la interpretació dels mapes de coeficients es conclou: 

• Contribucions positives a l’activitat: les 2α,3α-lactones, l’absència de grups 
funcionals en 3β; i en menor grau el diol 22R,23R en les zones més allunyades 
de la zona intermèdia del diol i la presència d’un metil o etil amb configuració S 
en C24 (cadenes laterals tipus bl i homo). 

• Contribucions negatives a l’activitat: les cetones sense grups funcionals en 2α i 
3α, i les cadenes laterals que a partir de C22 es situen cap a la cara α (cadenes 
laterals tipus S_homo i S_epi). 

 

 
SSoonnddaa  dd’’aaiigguuaa          SSoonnddaa  ddee  mmeettiill  

Figura 136: Coeficients del model SQR. En vermell es mostren les contribucions 
positives a l’activitat i en blau les contribucions negatives. 

 
d) Predictibilitat. 

 
En la Figura 137a es mostra el gràfic d’activitat predita davant l’activitat experimental. En 

conjunt la predictibilitat del model és bona (73%, amb un error de ±0,45). No obstant, 
quan es representa la predictibilitat en funció de l’estructura s’observa que hi ha conjunts 
de BRs que es prediuen millor que altres. Per a la discussió cal diferenciar entre els anells A 
i B i la cadena lateral. 

La predictibilitat segons les cadenes laterals tipus: 
• Prediu bé les cadenes tipus epi, S_homo i S_epi (Figura 137b, en verd, blau i cian 

respectivament).  
• No és capaç d’explicar la bl (Figura 137b, en vermell), subestima el seu valor i no la 

considera pas diferent de la hbl. 
• Promedia l’activitat de les cadenes tipus homo (Figura 137c, en groc). A excepció de 

hbl i hcs_2n3b (en gris), el valor d’activitat predita per la resta de homoBRs oscil·la al 
voltant de 2,00 ±0,17. 

L’últim punt es degut a que en els homoBRs hi ha un elevat nombre de compostos amb 
modificacions estructurals en els anells A i B que no tenen cap influència en les 
contribucions a l’activitat.  
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((aa))        ((bb))        ((cc))  

Figura 137: Gràfics d’activitat predita davant d’activitat experimental: (a) sense coloració, 
(b) coloració segons les cadenes laterals tipus, i (c) detall de la cadena tipus homo. 

 
La predictibilitat segons els anells A i B (Figura 138): 
• Prediu bé les cetones amb funcionalitat diversa a l’anell A (en verd). 
• Acceptable predicció de les 2α,3α-lactones (en vermell). L’excepció és la bl, però el 

seu comportament es deu més a la cadena lateral que no pas als anells A i B. 
• Comportament divers de les 2α,3α-cetones (en groc). Com a conjunt no es pot 

treure una conclusió. El seu comportament respon més aviat a la cadena lateral. 
Bona predicció de les 2α,3α-cetones dels 22S,23S-BRs, però promedia les cadenes 
tipus homo. 

• El model no és capaç de diferenciar entre els dos BRs amb unió A/B cis (en taronja) i 
els prediu el mateix valor d’activitat. 

 

 
Figura 138: Gràfics d’activitat predita davant d’activitat experimental: coloració segons 
els anells A i B. 
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4. Model IZR. 
 
4.1. Anàlisi de Components Principals (PCA). 

 
a) Agrupació segons les cadenes laterals tipus. 

 
Entre el primer, el quart i el cinquè components principals s’expliquen les diferències 

entre les cadenes laterals tipus, enmig es troben també els BRs amb unió A/B cis (Figura 
139). S’observa que, a excepció de les cadenes tipus bl i homo, la resta de les cadenes 
laterals són diferents entre si. Igual que en el model SQR, la principal diferència es dóna 
entre els 22R,23R-BRs (cadenes tipus bl, homo i epi) i els 22S,23S-BRs (cadenes tipus 
S_homo i S_epi), i mentre els 22R,23R-BRs són bastant similars entre si els 22S,23S-BRs són 
molt diferents entre si. 

 

 
Figura 139: Gràfic d’objectes del primer, quart i cinquè components principals del model IZR. 
 
El primer component principal explica la diferència entre la cadena tipus S_homo i la 

resta. Aquesta diferència es deu a: 1) la zona d’interacció de l’hidroxil en C23 de la cadena 
S_homo, i 2) la cadena lateral dels S_homo s’orienta cap a la cara α quan en la resta s’estén 
lluny de l’esquelet esteroide. En aquest component principal, s’observa una altre interacció 
estructural que dificulta la seva interpretació: Tots els 22S,23S-BRs (cadenes laterals tipus 
S_homo i S_epi) presenten el diol 2α,3α. 

El quart component principal és complex ja que explica diverses coses alhora. En 
l’anell A explica els BRs amb unió A/B cis. En la cadena lateral explica coses diferents pels 
22R,23R-BRs i pels 22S,23S-BRs. Pels primers explica la diferència entre les cadenes tipus 
homo i epi d’acord amb el volum de la cadena lateral. Pels segons explica la diferència 
entre les cadenes tipus S_homo i S_epi d’acord amb les zones d’interacció dels hidroxils de 
cadena. 

Finalment, el cinquè component principal explica la cadena lateral tipus S_epi d’acord 
amb la zona d’interacció del diol de cadena i el volum de la cadena. 
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b) Altres agrupacions. 
 
El segon component principal explica les diferències en els anells A i B d’acord amb la 

seqüència 2α,3α-lactones, 2α,3α-cetones, i cetones amb funcionalitat diversa a l’anell A 
(Figura 140a). No obstant, la diferència entre les 2α,3α-cetones i les cetones amb 
funcionalitat diversa a l’anell A és molt petita. Això permet que el tercer component 
principal pugui explicar les diferències en l’anell A sense tenir en compte l’anell B. Així 
doncs, explica la diferència entre els BRs que tenen un o dos hidroxils en α en l’anell A i els 
que no els tenen o els tenen en β (Figura 140b). 
 

 
((aa))            ((bb)) 

Figura 140: a) Gràfic d’objectes dels 2 primers components principals del model IZR. 
b) Gràfic d’objectes del segon i tercer component principal del model IZR. 

 
 

4.2. Anàlisi de mínims quadrats parcials (PLS). 
 
a) Paràmetres estadístics. 

 
En el primer model amb els 20 compostos, un compost (hcs_eter) presenta un 

comportament anòmal i es suprimeix. En el segon model, amb 19 compostos, només els 
tres primers components principals són interpretables des del punt de vista estructural. A la 
Taula 11 es mostren els paràmetres estadístics del model. 

 
components XVarExp XAccum SDEC r2 SDEP q2 (LOO) 

0 0,00 0,00 0,90 0,00 0,95 -0,11 
11  1111,,9977  1111,,9977  00,,4422  00,,7788  00,,6611  00,,5544  
22  2200,,3366  3322,,3344  00,,3333  00,,8866  00,,5500  00,,6699  
33  2211,,0066  5533,,3399  00,,2288  00,,9900  00,,5511  00,,6688  
4 1,55 54,95 0,17 0,96 0,52 0,66 
5 7,53 62,48 0,13 0,98 0,53 0,65 

6.897 variables 
Taula 11: Paràmetres estadístics del model IZR. 
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b) interpretació dels coeficients. 
 
El primer component principal correlaciona l’estructura dels BRs amb la seva activitat 

(Figura 141a). Amb un 12% de la variància estructural corresponent principalment a les 
zones d’interacció de l’hidroxil en 3α i al volum de l’extrem final de la cadena lateral, el 
model és capaç d’explicar un 78% de l’activitat amb un error de càlcul de ±0,42, i 
predir-ne un 54% amb un error de predicció de ±0,61. 

El segon i el tercer components principals corregeixen l’activitat segons la cadena lateral 
tipus (Figura 141b). El segon component principal del PLS, coincideix bastant bé amb el 
primer component principal del PCA i el tercer component principal del PLS comparteix 
característiques del quart i del cinquè components principals del PCA. 

 

 
((aa))        ((bb))  

Figura 141: a) Gràfic de correlació interna del primer component principal del model 
SQR. b) Gràfic d’objectes del segon i tercer components principals del model IZR. 

 
 

c) Contribucions a l’activitat. 
 
En el model IZR, cal considerar fins al tercer component principal, ja que es pot explicar 

la relació existent entre l’estructura i l’activitat. El model explica un 90% de l’activitat amb 
un error de càlcul de ±0,28, i prediu un 68% amb un error de predicció de ±0,51, fent 
servir el 53% de la variabilitat estructural.  

En la Figura 142 es mostren els coeficients per al segon component principal a ±0,001. 
De la interpretació dels mapes de coeficients es conclou: 

• Contribucions positives a l’activitat: l’hidroxil en 3α, la presència d’un metil amb 
configuració S en C24 (cadena lateral tipus bl); i en menor grau l’absència de grups 
funcionals en 3β, les lactones i el diol 22R,23R. 

• Contribucions negatives a l’activitat: l’absència de grup funcional en 3α, les cetones, 
la cadena lateral quan es situa cap a la cara α (cadena lateral tipus S_homo), i les 
cadenes que tenen l’isopropil terminal diferent al de la bl (cadenes laterals tipus epi i 
S_epi). 
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SSoonnddaa  dd’’aaiigguuaa          SSoonnddaa  ddee  mmeettiill  

Figura 142: Coeficients del model IZR. En vermell es mostren les contribucions 
positives a l’activitat i en blau les contribucions negatives. 

 
 

d) Predictibilitat. 
 
En la Figura 143a es mostra el gràfic d’activitat predita davant l’activitat experimental. En 

conjunt la predictibilitat del model és bona (68%, amb un error de ±0,51). No obstant, 
quan es representa la predictibilitat en funció de l’estructura s’observa que hi ha conjunts 
de BRs que es prediuen millor que altres. Per a la discussió es torna a diferenciar entre els 
anells A i B i la cadena lateral. 

La predictibilitat segon les cadenes laterals tipus: 
• No és capaç de predir la cadena lateral tipus epi (Figura 143b, en verd). 
• Prediu molt bé les cadenes tipus S_homo i S_epi, i acceptablement la tipus bl (Figura 

143b, en blau, cian i vermell respectivament). 
• Promedia l’activitat de les cadenes tipus homo (Figura 143c, en groc). A excepció de 

hbl i hcs_2n3b (en gris), el valor d’activitat predit per la resta de homoBRs oscil·la al 
voltant de 2,10 ±0,21. 

La predictibilitat segons els anells A i B (Figura 144): 
• Prediu molt bé les 2α,3α-lactones (en vermell).  
• No és capaç de predir les cetones amb funcionalitat diversa a l’anell A (en verd). 

L’activitat predita mínima es situa al voltant de 1,0, sobreestimant el valor d’activitat 
dels compostos menys actius.  

• Comportament divers de les 2α,3α-cetones (en groc). El salt d’activitat experimental 
entre lactona i cetona, no és uniforme i és més acusat en els 22S,23S-BRs que en els 
22R,23R-BRs. En canvi, el salt d’activitat predita és bastant uniforme i més proper al 
valor dels 22S,23S-BRs. Per aquest motiu, subestima les 2α,3α-cetones dels 
22R,23R-BRs, mentre que prediu correctament les dels 22S,23S-BRs. 

• Es prediu bé la 3α-cetona (en rosa), però es sobreestima l’activitat dels 2α,3α-BRs 
que no tenen una funcionalitat carbonílica en l’anell B (en morat). 

• El model no és capaç de diferenciar entre els dos BRs amb unió A/B cis (en taronja). 
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((aa))        ((bb))        ((cc))  

Figura 143: Gràfics d’activitat predita davant d’activitat experimental: (a) sense coloració, 
(b) coloració segons les cadenes laterals tipus, i (c) detall de la cadena tipus homo. 

 
 

 
Figura 144: Gràfics d’activitat predita davant d’activitat experimental: coloració segons 
els anells A i B. 

 
 

5. Model MVP. 
 

5.1. Anàlisi de Components Principals (PCA). 
 
Aquest model és el més complex ja que és molt sensible a les interaccions estructurals 

del conjunt de BRs i són necessaris diversos components principals per explicar una 
característica estructural. Això dificulta enormement la interpretació dels coeficients i 
complica el model. 

 
a) Agrupació segons les cadenes laterals tipus. 

 
Entre el primer, el segon i el quart components principals s’expliquen les diferències 

entre les cadenes laterals tipus (Figura 145). S’observa com les cinc cadenes laterals tipus 
s’apleguen en tres grups: a) cadenes tipus bl i homo, b) cadena tipus epi, i c) cadenes dels 
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22S,23S-BRs (cadenes tipus S_homo i S_epi). Entre el cinquè i sisè components principals 
s’explicaran les diferencies entre les cadenes tipus S_homo i S_epi. 

 

 
Figura 145: Gràfic d’objectes del primer, segon i quart components principals del 
model MVP: Coloració segons la cadena lateral tipus. 

 
Entre el primer i el segon components principals s’explica la diferència entre les cadenes 

laterals bl i homo per una banda i epi, S_homo i S_epi per l’altre (Figura 146a). En aquests 
dos components principals, s’observa una nova interacció estructural: El 50% dels BRs amb 
cadena lateral tipus epi representen el 66% de les cetones sense cap funcionalitat en α en 
l’anell A. 

Entre el primer i el quart components principals s’explica la diferència entre les cadenes 
laterals epi per una banda i S_homo i S_epi per l’altre (Figura 146b). 

 

 
((aa))          ((bb))  

Figura 146: a) Gràfic d’objectes dels dos primers components principals del model 
MVP. b) Gràfic d’objectes del primer i quart components principals del model MVP. 

 
Al contrari que passa amb els dos models anteriors, la diferència entre les diferents 

cadenes laterals tipus és del mateix ordre de magnitud. Això té molt de sentit ja que el 
canvi més gran en la conformació activa MVP es dóna en la geometria dels 22S,23S-BRs, la 
qual s’aproxima molt a la dels 22R,23R-BRs. Tan els hidroxils de cadena (22R,23R o 
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22S,23S) com l’extrem final de la cadena lateral coincideixen força bé en l’espai 
tridimensional. Això és possible degut a un petit gir de l’esquelet que provoca un 
creuament de les cadenes laterals en l’enllaç C22−C23 (veure Figura 110, pàgina 124). Els 
coeficients indiquen que la principal diferència estructural entre les cadenes dels 
22R,23R-BRs i dels 22S,23S-BRs es dóna entre els anells C, D, i el metil C21 i no pas entre 
els hidroxils a C22,C23. Precísament, els anells C, D, i el metil C21 són les les zones més 
afectades pel gir de l’esquelet. 

 
b) Altres agrupacions. 

 
El primer, el segon i el quart components principals no només expliquen les principals 

diferències entre les cadenes laterals, sinó que també expliquen les diferències en els anells 
A i B d’acord amb la seqüència típica: 2α,3α-lactones, 2α,3α-cetones, i cetones amb 
funcionalitat diversa a l’anell A (Figura 147). Aquest fenomen és degut a les interaccions 
estructurals. 

 

 
Figura 147: Gràfic d’objectes del primer, segon i quart components principals del 
model MVP: Coloració segons els anells A i B. 

 
El primer component principal explica, majoritàriament, les diferències en els anells A i B 

d’acord amb la seqüència 2α,3α-lactones, 2α,3α-cetones, i cetones amb funcionalitat 
diversa a l’anell A (Figura 148). 

El tercer component principal explica exclusivament els BRs amb unió A/B cis (Figura 
149a). 

A partir del quart component principal, es tornen a observar interaccions estructurals 
que compliquen la interpretació dels coeficients. Aquestes són: 1) totes les modificacions 
estructurals en l’anell B, diferents dels arquetips 2α,3α-lactona i 2α,3α-cetona, tenen la 
cadena lateral tipus homo, 2) tots els BRs que no tenen un carbonil (lactona o cetona) en 
C6 tenen el diol 2α,3α, i 3) tots els 22S,23S-BRs presenten el diol 2α,3α. 

Degudes a aquestes interaccions, el cinquè i sisè components principals expliquen coses 
diferents en funció de la cadena lateral. Per la cadena lateral tipus homo, explica les 
diferències en l’anell B (Figura 149b). Per les cadenes laterals tipus S_homo i S_epi explica, 
amb l’ajuda del quart component principal, les diferències entre elles i amb la cadena tipus 
epi (Figura 150). 
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Figura 148: Gràfic d’objectes dels 2 primers components principals del model MVP. 

 

 
    ((aa))              ((bb))  

Figura 149: Model MVP: a) Gràfic d’objectes del primer i tercer components principals. 
b) Gràfic d’objectes del quart i cinquè components principals pels BRs amb cadena 
lateral tipus homo. 

 

 
Figura 150: Model MVP: Gràfic d’objectes del quart, cinquè i sisè components 
principals pels BRs amb cadena lateral tipus epi, S_homo i S_epi amb diol 2α,3α en 
l’anell A. 

 
A partir del setè component principal, cada component principal explica les 

particularitats entre dos compostos. El setè component principal explica la diferència entre 
la S_hcs i la S_epics, el vuitè entre la epics_2n3n i la epics_2b3b, el novè entre la hbl_cis i 
la hcs_cis i el desè entre la hcs_6OHa i la hcs_6OHb. 
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Curiosament, tot i que el model MVP és el més complex d’interpretar, també és el que 
més informació estructural explica. S’arriben a interpretar 10 components principals, el que 
suposa el 73% de la variància. A més a més, és l’únic capaç d’explicar les modificacions 
estructurals de l’anell B. 

 
 

5.2. Anàlisi de mínims quadrats parcials (PLS). 
 

a) Paràmetres estadístics. 
 
Aquest és l’únic model on cap compost presenta un comportament anòmal. A la Taula 

12 es mostren els paràmetres estadístics del model. 
 

components XVarExp XAccum SDEC r2 SDEP q2 (LOO) 
0 0,00 0,00 0,92 0,00 0,97 -0,11 
11  1144,,4488  1144,,4488  00,,4400  00,,8811  00,,5577  00,,6622  
22  66,,7700  2211,,1177  00,,2244  00,,9933  00,,4499  00,,7711  
33  1100,,9933  3322,,1100  00,,1177  00,,9966  00,,5500  00,,7711  
44  77,,7733  3399,,8833  00,,1122  00,,9988  00,,5500  00,,7711  
5 3,99 43,83 0,08 0,99 0,50 0,71 

5.271 variables 
Taula 12: Paràmetres estadístics del model MVP. 

 
 

b) Interpretació dels coeficients. 
 
El primer component principal correlaciona l’estructura dels BRs amb la seva activitat 

(Figura 151a). Amb un 14% de la variància estructural corresponent principalment amb les 
zones d’interacció dels anells A i B, el volum de l’extrem final de la cadena lateral, i en 
menor grau el volum dels anells C, D i el metil C21, el model és capaç d’explicar un 81% 
de l’activitat amb un error de càlcul de ±0,40, i predir-ne un 62% amb un error de 
predicció de ±0,57. 

El segon component principal corregeix a la baixa els 22S,23S-BRs i els BRs amb cadena 
tipus homo que presenten la unió A/B cis, o que no tenen un carbonil en l’anell B (Figura 
151b).  

El tercer component principal corregeix a la baixa els BRs amb cadena tipus homo 
(Figura 151c). 

Com s’ha vist en el PCA, degut a les interaccions estructurals, són necessaris diversos 
components per explicar una característica estructural. El quart component principal del 
PLS fa aquesta funció. Així doncs, el segon, tercer i quart components principals del PLS 
comparteixen característiques amb el primer, segon i quart components del PCA. Per tant: 

• Entre els segon i el quart es corregeix l’activitat dels 22S,23S-BRs en front a la dels 
22R,23R-BRs (Figura 152a). També es corregeix l’activitat de les cadenes tipus homo, 
segons si tenen un tenen un carbonil a l’anell B, si no el tenen, o tenen la unió A/B 
cis (Figura 152b). 

• Entre el tercer i el quart es corregeix l’activitat dels 22R,23R-BRs segons si la cadena 
és del tipus homo o epi (Figura 152c). 

Entre els segon i el quart es components principals també es corregeix l’activitat de les 
cadenes tipus homo, segons si tenen un tenen un carbonil a l’anell B, si no el tenen, o 
tenen la unió A/B cis. 
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((aa))        ((bb))          ((cc))  

Figura 151: Model MVP: a) Gràfic de correlació interna del primer component 
principal. b) Gràfic de correlació interna del segon component principal. c) Gràfic de 
correlació interna del tercer component principal. 

 

 
((aa))        ((bb))          ((cc))  

Figura 152: Model MVP: a) Gràfic d’objectes del segon i quart components principals: 
coloració segons la cadena lateral. b) Gràfic d’objectes del segon i quart components 
principals: Detall dels BRs amb cadena tipus homo i coloració segons els anells A i B. c) 
Gràfic d’objectes del tercer i quart components principals. 
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c) Contribucions a l’activitat. 
 
En el model MVP, té sentit considerar fins al quart component principal, ja que es pot 

explicar la relació entre l’estructura i l’activitat. Per tant, el model final MVP explica un 98% 
de l’activitat amb un error de càlcul de ±0,12, i prediu un 71% amb un error de predicció 
de ±0,50, fent servir el 40% de la variabilitat estructural.  

En la Figura 153 es mostren els coeficients per al segon component principal a ±0,001. 
La interpretació dels mapes de coeficients es conclou: 

• Contribucions positives a l’activitat: les 2α,3α-lactones, l’absència de grups 
funcionals en 3β, anell C i metil en C21 dels 22R,23R-BRs, la presència d’un metil o 
etil amb configuració S en C24 (cadenes laterals tipus bl i homo) i en menor grau, el 
diol de cadena. 

• Contribucions negatives a l’activitat: les cetones sense grups funcionals en 2α i 3α, 
els anells B, D i l’extrem final de la cadena lateral dels 22S,23S-BRs. 

Destacar que la contribució del diol de la cadena lateral és molt baixa. Aquest fet tot i 
ser contrari als requisits estructurals necessaris per desencadenar activitat descrits 
anteriorment,95,107 no és sorprenent. Els hidroxils de cadena (22R,23R o 22S,23S) 
coincideixen força bé en l’espai tridimensional (veure Figura 110, pàgina 124). L’anàlisi de 
mínims quadrats parcials busca quina és la màxima dispersió de les dades capaç de 
correlacionar amb l’activitat i com la variabilitat estructural del diol és molt baixa, també ho 
ha de ser la seva contribució a l’activitat. 

 

 
SSoonnddaa  dd’’aaiigguuaa          SSoonnddaa  ddee  mmeettiill  

Figura 153: Coeficients del model MVP. En vermell es mostren les contribucions 
positives a l’activitat i en blau les contribucions negatives. 

 
 

e) Predictibilitat. 
 
En la Figura 154a es mostra el gràfic d’activitat predita davant l’activitat experimental. En 

conjunt la predictibilitat del model és bona (71%, amb un error de ±0,50). No obstant, 
quan es representa la predictibilitat en funció de l’estructura s’observa que hi ha conjunts 
de BRs que es prediuen millor que altres. Per a la discussió es torna a diferenciar entre els 
anells A i B i la cadena lateral. 

La predictibilitat segons les cadenes laterals tipus: 
• No és capaç de predir la cadena lateral tipus S_epi (Figura 154b, en cian) ja que tan 

a la S_epibl com a la S_epics els prediu el mateix valor d’activitat. 
• No prediu gaire bé la cadena tipus epi (Figura 154b, en verd), tot i que els seu 

comportament es deu més als anells A i B que no pas a la cadena lateral. 
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• Prediu bé la cadena tipus S_homo i acceptablement la cadena tipus bl (Figura 154b, 
en blau). 

• És l’únic model que no promedia l’activitat de les cadenes tipus homo (Figura 154c, 
en groc). Malgrat aquest fet, la dispersió en les activitats predites és força gran. 

 

 
((aa))        ((bb))        ((cc))  

Figura 154: Gràfics d’activitat predita davant d’activitat experimental: (a) sense coloració, 
(b) coloració segons les cadenes laterals tipus, i (c) detall de la cadena tipus homo. 

 
La predictibilitat segons els anells A i B (Figura 155): 
• Prediu molt bé les 2α,3α-lactones (en vermell). 
• No és capaç de predir les cetones amb funcionalitat diversa a l’anell A (en verd). 

L’activitat predita mínima es situa al voltant de 1,0, sobreestimant el valor d’activitat 
dels compostos menys actius.  

• El model no és capaç de diferenciar entre els dos BRs amb unió A/B cis (en taronja) 
ja que tan a la hbl_cis com a la hcs_cis els prediu el mateix valor d’activitat. 

• Es prediu molt bé la 3α-cetona (en rosa), però les 2α,3α-cetones (en groc) presenten 
un comportament divers. 

• Acceptable predicció de l’activitat dels 2α,3α-BRs que no tenen una funcionalitat 
carbonílica en l’anell B (en morat). Dels tres BRs el que pitjor es prediu és l’èter, 
però és degut a que el model sobreestima els compostos menys actius. 

 

 
Figura 155: Gràfics d’activitat predita davant d’activitat experimental: coloració segons 
els anells A i B. 
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6. Model HIP. 
 

6.1. Anàlisi de Components Principals (PCA). 
 
El primer component principal explica les diferències entre les cadenes laterals (Figura 

156). Aquesta diferència és deguda principalment al volum de les cadenes laterals. El volum 
dels anells C, D i metil en C21 permet separar els 22R,23R-BRs dels 22S,23S-BRs. El volum 
del metil o etil en C24 permet en el cas dels 22R,23R-BRs separar les cadenes tipus bl i 
homo de les epi, i en el cas dels 22S,23S-BRs separar entre les cadenes S_homo i S_epi. 
S’observa una relació gairebé lineal entre les cadenes laterals, sent les cadenes tipus bl i 
homo bastant similars entre si. 

 

 
Figura 156: Model HIP: Gràfic d’objectes dels 2 primers components principals. 
Coloració segons la cadena lateral. 

 
El primer component principal presenta coeficients al voltant dels grups funcionals 

polars. No obstant, aquests no contribueixen a explicar les diferències “reals” entre les 
cadenes, sinó que són fruit de la interacció estructural deguda al fet que tots els 
22S,23S-BRs tenen el diol 2α,3α. En la regió del diol de cadena presenta hi ha tan 
coeficients positius com negatius, els quals no són atribuïbles a cap cadena lateral sinó que 
sorprenentment són conseqüència de la funcionalitat present en l’anell B. Curiosament, la 
contribució de l’anell B és molt petita en comparació amb la resta de models. En la Figura 
157 es mostren les contribucions de la brassinolida (2α,3α-lactona) i de la castasterona 
(2α,3α-cetona) al primer component principal. S’observa que el diol de cadena de la 
brassinolida presenta majoritàriament coeficients negatius (en blau) mentre que el de la 
castasterona presenta coeficients positius (en vermell). També s’observa com la influència 
del carbonil de l’anell B és petita i coincideix amb el signe (i el color) dels coeficients del 
diol de cadena. Per tant es pot concloure que l’anell B queda parcialment descrit través del 
diol de la cadena lateral.  

 

 
Figura 157: Contribucions al primer component principal de la brassinolida i la castasterona. 
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El segon component principal explica les diferències en els anells A i B d’acord amb la 

seqüència 2α,3α-lactones, 2α,3α-cetones, 3α-cetona i cetones amb funcionalitat diversa a 
l’anell A (Figura 158a). 

El tercer component principal explica els BRs amb unió A/B cis (Figura 158b). 
 

 
((aa))              ((bb))  

Figura 158: Model HIP: (a) Gràfic d’objectes dels 2 primers components principals. 
Coloració segons els anells A i B. (b) Gràfic d’objectes del segon i tercer components 
principals. 

 
Destacar que entre el primer i el segon components principals les grans característiques 

estructurals dels BRs queden perfectament definides i permeten encasellar els compostos 
segons la cadena lateral i els anells A i B. A més a més, queden una sèrie de forats on es 
poden situar compostos no inclosos en el model (veure pàgina 188). 

Sorpren que el model HIP no pugui explicar les les modificacions estructurals en 
l’anell B, ja que la principal diferència amb el MVP és la cadena lateral tipus epi i no pas els 
anells A i B. 

A efectes pràctics, l’explicació està en el fet que el carbonil de l’anell B s’explica 
parcialment a través del diol de la cadena lateral. Per tant, no ha d’estranyar que el model 
no pugui explicar els BRs que no tenen aquest carbonil, ja que els explica majoritàriament a 
través dels coeficients de la cadena lateral i per això els tracta com si fossin 2α,3α-cetones. 

 
 

6.2. Anàlisi de mínims quadrats parcials (PLS). 
 

a) Paràmetres estadístics. 
 
En el primer model amb els 20 compostos, un compost (hcs_eter) presenta un 

comportament anòmal i es suprimeix. En el segon model, amb 19 compostos, només els 
dos primers components principals són interpretables des del punt de vista estructural. A la 
Taula 13 es mostren els paràmetres estadístics del model. 
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components XVarExp XAccum SDEC r2 SDEP q2 (LOO) 

0 0,00 0,00 0,90 0,00 0,95 -0,11 
11  1188,,8833  1188,,8833  00,,3344  00,,8866  00,,4477  00,,7733  
22  44,,9955  2233,,7788  00,,2244  00,,9933  00,,5522  00,,6666  
3 8,55 32,33 0,17 0,96 0,55 0,62 
4 9,59 41,92 0,13 0,98 0,55 0,62 
5 2,40 44,31 0,09 0,99 0,57 0,60 

6.225 variables 
Taula 13: Paràmetres estadístics del model HIP. 

 
 

b) Interpretació dels coeficients. 
 
El primer component principal correlaciona l’estructura dels BRs amb la seva activitat 

(Figura 159a). Els coeficients coincideixen amb els del primer i segon components principals 
del PCA. Així doncs, amb un 19% de la variància estructural corresponent a les zones 
d’interacció dels anells A i B, i de la cadena lateral, el model és capaç d’explicar un 86% de 
l’activitat amb un error de càlcul de ±0,34, i predir-ne un 73% amb un error de predicció 
de ±0,47. 

El segon component principal corregeix a la baixa l’activitat dels BRs amb modificacions 
estructurals en C5 (unió A/B cis i l’hidroxil en 5α) i els BRs sense funcionalitat carbonílica en 
C6 (2α,3α no cetona) (Figura 159b). 

 

 
((aa))        ((bb))  

Figura 159: Model HIP: a) Gràfic de correlació interna del primer component principal 
i b) Gràfic de correlació interna del segon component principal. 

 
 

c) Contribucions a l’activitat. 
 
En el model HIP, cal considerar fins al segon component principal, ja que es pot 

interpretar la relació existent entre l’estructura i l’activitat. El model final explica un 93% de 
l’activitat amb un error de càlcul de ±0,24, i prediu un 66% amb un error de predicció de 
±0,52, fent servir el 24% de la variabilitat estructural.  

En la Figura 160 es mostren els coeficients per al segon component principal a ±0,001. 
De la interpretació dels mapes de coeficients es conclou: 
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• Contribucions positives a l’activitat: les 2α,3α-lactones§§§§ amb una major 
contribució de l’hidroxil 3α en front del 2α, absència de grups funcionals en 3β, 
anell C i metil en C21 dels 22R,23R-BRs, i la presència d’un metil o etil amb 
configuració S en C24 (cadenes laterals tipus bl i homo). 

• Contribucions negatives a l’activitat: les cetones sense grups funcionals en 2α i 3α, 
els anells B, D i l’extrem final de la cadena lateral dels 22S,23S-BRs, i la presència 
d’un metil amb configuració S en C24 (cadena lateral tipus epi). 

 

 
SSoonnddaa  dd’’aaiigguuaa          SSoonnddaa  ddee  mmeettiill  

Figura 160: Coeficients del model HIP. En vermell es mostren les contribucions 
positives a l’activitat i en blau les contribucions negatives. 

 
 

d) Predictibilitat. 
 
En la Figura 161a es mostra el gràfic d’activitat predita davant l’activitat experimental. En 

conjunt la predictibilitat del model és bona (66%, amb un error de ±0,52). No obstant, 
quan es representa la predictibilitat en funció de l’estructura s’observa que hi ha conjunts 
de BRs que es prediuen millor que altres. Per a la discussió es torna a diferenciar entre els 
anells A i B i la cadena lateral. 

La predictibilitat segon les cadenes laterals tipus: 
• Prediu molt bé les cadenes tipus S_homo i S_epi (Figura 161b, en blau i cian). 
• Malgrat que l’activitat està lleugerament subestimada, prediu força bé la cadena 

tipus bl (Figura 161b, en vermell). 
• Prediu de forma acceptable la cadena tipus epi (Figura 161b, en verd). 
• Promedia l’activitat de les cadenes tipus homo (Figura 161c, en groc). A excepció de 

hbl i hcs_2n3b, el valor d’activitat predit per la resta de homoBRs oscil·la al voltant 
de 1,99 ±0,37. 

 

                                                 
§§§§ Recordar que l’anell B s’explica a través del diol de la cadena lateral. 
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((aa))        ((bb))        ((cc))  

Figura 161: Gràfics d’activitat predita davant d’activitat experimental: (a) sense coloració, 
(b) coloració segons les cadenes laterals tipus, i (c) detall de la cadena tipus homo. 

 
La predictibilitat segons els anells A i B (Figura 162): 
• Prediu molt bé les 2α,3α-lactones (en vermell).  
• Prediu bé les cetones amb funcionalitat diversa a l’anell A (en verd). 
• Comportament divers de les 2α,3α-cetones (en groc). El salt d’activitat experimental 

entre lactona i cetona, no és uniforme i és més acusat en els 22S,23S-BRs que en els 
22R,23R-BRs. En canvi el salt d’activitat predita és bastant uniforme i més proper al 
valor dels 22S,23S-BRs. Per aquest motiu, subestima les 2α,3α-cetones dels 
22R,23R-BRs, mentre que prediu correctament les dels 22S,23S-BRs. 

• Es prediu bé la 3α-cetona (en rosa), però es sobreestima l’activitat dels 2α,3α-BRs 
que no tenen una funcionalitat carbonílica en l’anell B (en morat). 

• El model no és capaç de diferenciar entre els dos BRs amb unió A/B cis (en taronja). 
 
 

 
Figura 162: Gràfics d’activitat predita davant d’activitat experimental: coloració segons 
els anells A i B. 
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7. Conclusions. 
 

7.1. Quantificació de la diversitat estructural. 
 
El model CONJUNT confirma que les quatre conformacions actives són diferents entre si. 

De totes quatre la més diferent és la conformació SQR ja que la cadena lateral es posiciona 
cap a la cara α. Les conformacions IZR, MVP i HIP són diferents degut a l’orientació de 
l’hidroxil en C23 i al volum de l’extrem final de la cadena lateral. 

Tant el model CONJUNT com els models SQR i IZR confirmen que per les 
conformacions actives SQR i IZR els 22S,23S-BRs són molt diferents dels 22R,23R-BRs, i 
inclús són molt diferents entre si. En les conformacions MVP i HIP les cinc cadenes laterals 
tipus són diferents entre si, però dins d’un mateix ordre de magnitud. 

 
Es posa de manifest un gran nombre d’interaccions estructurals que afecten als models 

en major o menor grau. Aquestes són: 
1. Totes les lactones presenten el diol 2α,3α. 
2. Tots els 22S,23S-BRs presenten el diol 2α,3α. 
3. El 50% dels BRs amb cadena lateral tipus epi representen el 66% de les cetones 

sense cap funcionalitat en α en l’anell A. 
4. Tots els BRs amb modificacions estructurals en l’anell B presenten la cadena 

lateral tipus homo. 
5. Tots els BRs sense carbonil en l’anell B presenten el diol 2α,3α. 

De totes, la que més influència té és la primera. S’observa en tots els models i obliga a 
veure els anells A i B de forma conjunta d’acord amb la seqüència 2α,3α-lactona, 
2α,3α-cetona i cetones sense funcionalitat en la cara α de l’anell A.  

Fins ara sempre s’havia considerat que els BRs tenien tres zones d’influència: 1) l’anell A, 
2) l’anell B i 3) la cadena lateral. No obstant, quantitativament, només hi ha dos zones 
d’influència: 1) els anells A i B conjuntament i 2) la cadena lateral. 

 
Tots els models coincideixen en senyalar que les característiques estructurals que 

diferencien els BRs entre si són: 
• Els anells A i B d’acord amb la seqüència 2α,3α-lactona, 2α,3α-cetona i cetones 

sense funcionalitat en la cara α de l’anell A.  
• La unió dels anells A i B (A/B cis o A/B trans). 
• Les cadenes laterals tipus. No obstant les semblances i diferències entre elles 

s’expliquen de forma diferent per cada conformació activa. 
Algunes característiques estructurals no queden explicades per igual en tots els models. 
Aquests són els casos de: 

a) Les diferències estructurals en l’anell A. Només el model CONJUNT i el model 
IZR diferencien si els hidroxils de l’anell A estan en la cara α o en la cara β. En la 
resta de models la diversitat estructural de l’anell A s’explica d’acord amb la 
interacció amb l’anell B. 

b) Els BRs sense funcionalitat cetona a l’anell B només són explicats pel model MVP. 
c) La diferència entre lactona o cetona a l’anell B per als BRs amb unió A/B cis 

només és explicada en el model IZR. 
d) El diol de la cadena lateral perd pes en les conformacions MVP i HIP. És més, en 

la conformació activa HIP, l’anell B queda descrit parcialment a través del diol de 
la cadena lateral. 
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En absència d’explicació d’algunes funcionalitats, els models fan les següents aproximacions 
estructurals: 

• Els BRs sense funcionalitat carbonílica a l’anell B es comporten com 
2α,3α-cetones. 

• Abans de formar un grup independent, els BRs amb unió A/B cis es comporten 
com 2α,3α-cetona encara que l’anell B tingui funcionalitat lactona. 

• Els BRs amb un o dos hidroxils en β en l’anell A, es comporten com els que no 
tenen cap funcionalitat.  

• La hcs_2n3a es comporta de forma diferent segons el model. En el model 
CONJUNT és comporta com una cetona sense el diol 2α,3α, en els models 
SQR, IZR i MVP com una 2α,3α-cetona i només en el model HIP com una 
cetona a mig camí entre l’absència de funcionalitat en α i la doble funcionalitat. 

 
 

7.2. Relacions estructura-activitat quantitatives segons la conformació activa. 
 
El model CONJUNT indica que només amb les variacions estructurals dels anells A i B es 

pot explicar un 62% de l’activitat i predir-ne un 54% amb un error de predicció de ±0,62. 
La cadena lateral no presenta cap contribució. En la resta de models (SQR, IZR, MVP i HIP) 
en els quals la cadena lateral sí influeix, s’arriba a explicar més d’un 85% de l’activitat i a 
predir-ne al voltant del 70% amb un error de predicció al voltant de ±0,50. 

 
En general els models coincideixen en explicar les contribucions a l’activitat. No obstant, 

hi ha diferències en la forma d’explicar la influència de la cadena lateral segons sigui la 
conformació activa.  

Al contrari del que es creia, aquestes no es deuen a tres arees d’influència (anell A, anell 
B i cadena lateral), sinó que només es deuen a dos: 1) els anells A i B conjuntament i 2) la 
cadena lateral.  

Resumint, les contribucions a l’activitat són: 
• Contribucions positives a l’activitat:  

1. 2α,3α-lactones. En el model HIP, però sobretot en el model IZR l’hidroxil 3α 
presenta una major contribució que el 2α. 

2. l’absència de grups funcionals en 3β. 
3. 22R,23R-BRs. Però mentre en els models SQR i IZR la contribució positiva és a 

través diol de cadena, en els models MVP i HIP ho és a través volum de l’anell C i 
del metil C21. 

4. cadenes laterals tipus bl i homo degut al volum de metil o etil amb configuració S 
en C24. No obstant, la relació d’aquest volum amb el seu entorn varia segons la 
conformació activa. 

• Contribucions negatives a l’activitat: 
1. les cetones sense grups funcionals en 2α i 3α. 
2. 22S,23S-BRs. Però mentre en els models SQR i IZR la contribució negativa és 

perquè la cadena gira cap a la cara α, en els models MVP i HIP ho és a través del 
volum dels anells B, D, i de l’extrem final de la cadena lateral. 

3. cadenes tipus epi i S_epi, però només en els models IZR i HIP. Però mentre en el 
model IZR la contribució negativa és a través del volum de l’isopropil terminal, 
en el model HIP ho és a través del volum del metil amb configuració R en C24. 
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En conjunt, la predictibilitat dels models és bona (al voltant del 70% amb un error de 
predicció al voltant de ±0,50). No obstant, varia considerablement en funció de l’estructura 
i dels models: 

• Predictibilitat segons la cadena lateral: 
a) el model IZR no ha estat capaç de predir correctament la cadena tipus epi. 
b) el model MVP no ha estat capaç de predir correctament els 22S,23S-BRs, en 

concret falla en la cadena tipus S_epi.  
c) a excepció del model MVP, els models promedien l’activitat dels BRs amb 

cadena lateral tipus homo. 
• Predictibilitat segons els anells A i B: 

a) tots els models prediuen molt bé les 2α,3α-lactones. L’única excepció és la bl en 
el model SQR. 

b) els models IZR i MVP sobreestimen els valors de les cetones amb funcionalitat 
diversa en l’anell A. En canvi, els models SQR i HIP són capaços de predir-les 
correctament. 

c) el model MVP ha estat l’únic capaç de predir els BRs sense funcionalitat cetona a 
l’anell B. 

d) cap model no ha estat capaç de predir correctament els BRs amb unió A/B cis. 
 
 

7.3. Conclusions finals. 
 
Conformacions actives estructuralment diferents han donat lloc a models quantitati-

vament similars, però qualitativament diferents. Quantitativament similars perquè les parts 
dels BRs que correlacionen amb l’activitat són bàsicament les mateixes: Anells A i B 
conjuntament, i cadena lateral tipus. Qualitativament diferents perquè: 1) la manera amb 
que cada part i especialment la cadena lateral, contribueix a l’activitat és diferent, i 2) 
perquè la predictibilitat varia en funció de l’estructura. 

Les conformacions actives SQR i IZR presenten el problema que no es pot justificar en 
termes de complementarietat, el reconeixement molecular dels 22S,23S-BRs per part del 
receptor. Per tant, els seus models QSAR es descarten. 

El model MVP presenta l’avantatge que és l’únic que explica els BRs sense funcionalitat 
carbonílica en l’anell B, tots ells amb el diol 2α,3α i cadena tipus homo. Això fa que no 
promediï l’activitat dels BRs amb cadena lateral tipus homo. No obstant, aquesta millora és 
a costa dels 22S,23S-BRs i de sobreestimar les activitats inferiors a 1,0. 

El model HIP té com a únic “inconvenient” que promedia l’activitat dels BRs amb 
cadena lateral tipus homo. No obstant, aquest fet es deu a que hi ha un bon nombre de 
compostos amb cadena lateral tipus homo, les modificacions estructurals dels quals en els 
anells A i B no tenen cap influència en les contribucions a l’activitat. A més, cal afegir que 
els valors d’activitat d’aquests compostos es troben en la zona intermèdia del marge 
d’activitats. Per tant, el promig en la predicció dels seus valors d’activitat no és tan crític 
com en un principi pot semblar. 

Per tot plegat, es recomana fer servir la conformació activa i el model HIP per explicar i 
predir l’activitat dels BRs. 
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PPAARRTT  IIII::  MMooddeellss  RReedduuïïttss..  
 
 

1. Introducció. 
 
En la discussió dels models QSAR (PLS) s’ha posat molt d’èmfasi en l’avaluació de la 

qualitat dels models en termes de predictibilitat. Aquesta s’ha obtingut mitjançant mètodes 
de validació creuada, concretament el mètode L.O.O. (Leave One Out). Els paràmetres que 
regeixen la discussió són la desviació estàndard de l’error de predicció (SDEP) i el coeficient 
de correlació de la predicció (q2). Aquests mètodes són molt útils quan es disposa d’un 
reduït nombre de compostos. No obstant, tendeixen a donar estimacions optimistes de la 
predictibilitat. Una altre forma d’avaluar la predictibilitat és fent servir el mètode de 
validació externa. Aquest mètode és útil quan es té un elevat nombre de compostos i 
consisteix en dividir els compostos en dos grups: 1) “data set” i 2) “test set”. El “data set” es 
fa servir per realitzar el model i el “test set” per validar-lo. Aquest mètode avalua la 
predictibilitat de forma més realista. No obstant, hi ha diversos factors que s’han de tenir en 
compte per aplicar-lo correctament: a) Els compostos s’han de distribuir uniformement dins 
del marge d’activitat per ambdós grups i b) el resultat depèn de quants i quins compostos 
s’han assignat a cada grup. 

En el tema anterior s’han comparat els models obtinguts amb cadascuna de les 
conformacions actives. Els models han treballat amb 20 BRs. A continuació es proposa fer 
servir el resultat de l’anàlisi de components principals per dividir els 20 BRs en dos grups de 
10 BRs. Un es farà servir com a “data set” per fer un model QSAR reduït i l’altre es farà 
servir com a “test set” per validar-lo externament i avaluar-ne la predictibilitat. El “data set” 
el formen els 10 compostos més descriptius considerant els components principals més 
rellevants del PCA i els 10 compostos restants formen el “test set” (Figura 163). 

 

 
Figura 163: Esquema de la realització dels models reduïts per cada conformació activa. 

 
 

2. Compostos del “data set” i “test set”. 
 
La Taula 14 mostra els 10 compostos que formen part del “data set” i els 10 del “test 

set” per cadascun dels quatre models reduïts. Com els resultats del QSAR depenen dels 
compostos del “data set” cal veure com es distribueix la informació estructural en cada 
model reduït en relació amb el model inicial de 20 compostos (Taula 15).  

Destacar que el model inicial, ja d’entrada, no és un model equilibrat ja que les 
característiques estructurals no es troben en igual proporció. Els fets més rellevants són: 1) 
dels sis tipus de modificacions estructurals en l’anell A, el diol 2α,3α acapara el 70% dels 
compostos, 2) dels cinc tipus de modificacions estructurals en l’anell B, la funcionalitat 
cetona acapara el 55% dels compostos i la lactona el 30%, i 3) de les cinc cadenes laterals 
tipus, la cadena tipus homo acapara el 50% dels compostos.  

Malgrat que el model inicial no està equilibrat, els models reduïts mantenen la 
informació estructural en una proporció similar a la del model inicial. Només destacar que 

20 BRs 

10 BRs 
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“test set” 
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en el model reduït HIP no hi ha cap representant de la cadena tipus bl ja que es substitueix 
la brassinolida (és l’únic model reduït que no la selecciona) per la homobrassinolida (és 
l’únic model reduït que la selecciona). 

 
Model reduït* BRs 

SQR IZR MVP HIP 
–log(dosi50%) 

bl data set data set data set  3,86 
cs     3,33 

epibl data set   data set 2,67 
epics  data set data set  2,44 

epics_2b3b data set    0,37 
epics_2n3n  data set data set data set 0,47 

S_hbl     2,05 
S_hcs data set data set  data set 1,27 

S_epibl data set data set data set data set 2,24 
S_epics  data set data set  1,12 

hbl    data set 3,07 
hbl_cis data set  data set data set 2,45 

hcs data set data set   2,78 
hcs_cis  data set   1,30 

hcs_2n3a    data set 2,02 
hcs_2n3b  data set data set data set 1,52 
hcs_6OHa data set  data set data set 1,60 
hcs_6OHb   data set  1,70 
hcs_5OH data set  data set data set 1,71 
hcs_eter data set data set   0,71 

* Els compostos que no estan marcats com a “data set” pertanyen al “test set”. 
Taula 14: Conjunt de BRs que per cada model reduït formen part del “data set” i del “test set”. 
 
 

Model reduït Característica 
estructural 

Model 
inicial SQR IZR MVP HIP 

Anells A i B      
2α,3α-lactona 5 3 2 2 3 
2α,3α-cetona* 7 3 4 3 3 
2α,3α no cetona 3 2 1 2 1 
A/B cis 2 1 1 1 1 
cetona no 2α,3α 3 1 2 2 2 
Cadena lateral      
bl 2 1 1 1 0 
homo 10 5 4 5 6 
epi 4 2 2 2 2 
S_homo 2 1 1 0 1 
S_epi 2 1 2 2 1 

 * Inclou la 3α-cetona”. 
Taula 15: Distribució de la informació estructural del model inicial i dels models reduïts. 

 
També és important que l’activitat es distribueixi uniformement tant en el “data set” com 

en el “test set”. La Figura 164 mostra la distribució de l’activitat de cada grup per cadascun 
dels models reduïts. S’observa que en el model IZR-reduït l’activitat dels compostos del 
“data set” s’acumula en els extrems del marge d’activitats mentre que en el model 
MVP-reduït s’acumula en el centre. En els models SQR-reduït i HIP-reduït l’activitat es 
distribueix de forma bastant homogènia entre els dos grups. 
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Figura 164: Distribució de l’activitat en cadascun dels models reduïts. En verd es 
mostra l’activitat dels compostos del “data set” i en blanc la dels del “test set”. 

 
 

3. Discussió de resultats. 
 
Per a la discussió dels models, només es considera el primer component principal ja que 

és el que millor correlaciona l’estructura i l’activitat. Els models SQR-reduït, IZR-reduït i 
MVP-reduït expliquen al voltant del 70% de l’activitat amb un error de càlcul que oscil·la 
entre ±0,46 i ±0,53. El model HIP-reduït és millor ja que explica el 86% de l’activitat amb 
un error de càlcul de ±0,27. 

Per avaluar la predictibilitat es fan servir dos mètodes: 1) Validació interna mitjançant el 
mètode de validació creuada L.O.O., i 2) Validació externa fent servir el “test set”. 

En termes de validació interna, els models SQR-reduït, IZR-reduït i MVP-reduït no han 
mostrat cap capacitat predictiva ja que tots ells presenten valors del coeficient de correlació 
de la predicció (q2) negatius. Per contra, el model HIP-reduït es capaç de predir un 32% de 
l’activitat. Aquest valor podria ser superior ja que la major part de l’error de predicció es 
deu al compost epics_2n3n. Aquest és el de menor activitat i l’únic que no presenta un 
hidroxil en l’anell A. Degut al propi mètode de validació creuada, el model on aquest 
compost es queda fora no considera l’absència de funcionalitats com un fet rellevant i per 
tant li sobreestima enormement la seva activitat. 

En termes de validació externa, els models SQR-reduït, MVP-reduït i HIP-reduït no han 
mostrat cap capacitat predictiva ja que tots ells presenten desviacions estàndard de l’error 
de predicció molt elevades (SDEP oscil·la entre ±0,71 i ±0,89). Tots ells tendeixen a 
promediar l’activitat dels compostos del “test set”. Per contra, el model IZR-reduït presenta 
un valor de SDEP de ±0,52, comparable a l’obtingut en els models amb 20 compostos. 
Aquest bon resultat, però, té trampa. Aquest model s’ha realitzat amb compostos dels 
extrems del marge d’activitat. La major part dels compostos del “test set” són els que tenen 
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un valor d’activitat més proper al promig, el qual és el valor que el model prediu. Per tant, 
el valor de SDEP és enganyosament baix. 

 
 

4. Conclusions. 
 

4.1. Conclusions particulars de l’estudi. 
 
El model HIP-reduït és el millor dels quatre models reduïts tant en l’explicació de les 

dades d’activitat com en la seva predicció mitjançant validació interna. Amb només 10 
compostos, explica un 86% l’activitat dels compostos i comença a predir-la de forma 
acceptable amb un 32%. Quan es dobla el nombre de compostos, i per tant se li aporta 
més informació estructural, el model (Model HIP) arriba a explicar el 93% de l’activitat i a 
predir el 66%. 

A mesura que els models han augmentat el nombre de compostos, la predictibilitat ha 
augmentat considerablement. No obstant, la informació estructural present en el model 
inicial i en el model reduït s’ha mantingut proporcionalment. Això implica que l’augment 
en la predictibilitat no ha de ser igual per tots els compostos, la qual cosa encaixa 
perfectament amb les observacions fetes en el tema anterior on la predictibilitat variava en 
funció de determinades característiques estructurals. 

 
 

4.2. Conclusions generals de l’estudi. 
 
Són necessaris els 20 compostos per a que el model QSAR presenti una bona 

predictibilitat. Això comporta que la predictibilitat només es pugui avaluar amb mètodes de 
validació interna, amb les limitacions que això comporta. 

Per millorar la predictibilitat del model és necessari augmentar el nombre de compostos 
presents en el “data set”. No obstant, aquest augment de compostos ha d’anar orientat a 
equilibrar estructuralment el model per tal que la predictibilitat estigui homogèniament 
repartida per totes les característiques estructurals dels BRs i evitar que en la predicció hi 
hagi conjunts de BRs que es prediguin millor que altres. 
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PPAARRTT  IIIIII::  MMooddeell  HHOOMMOO..  
 
 

1. Introducció. 
 
En el tema anterior s’ha vist com de les cinc cadenes laterals tipus, el 50% dels BRs del 

model té la cadena tipus homo. Aquest fet no és casualitat, ja que la Secció d’Esteroides de 
l’IQS s’ha dedicat especialment a la síntesi d’anàlegs homobrassinoesteroides (cadena tipus 
homo) i 22S,23S-homobrassinoesteroides (cadena tipus S_homo). Tots dos s’obtenen a 
partir l’estigmasterol (Figura 165a) mitjançant síntesi parcial. 

La síntesi d’anàlegs epibrassinoesteroides (cadena tipus epi) i 22S,23S-epibrassinoeste-
roides (cadena tipus S_epi) es realitza a partir de l’ergosterol (Figura 165b), el qual també és 
comercial. La síntesi és similar a la dels homobrassinoesteroides, però amb una etapa més, 
la reducció selectiva del doble enllaç Δ7 de l’anell B.  

La síntesi parcial de la brassinolida i els seus anàlegs (cadena tipus bl) hauria de partir del 
brassicasterol (Figura 165c). No obstant, aquest compost no és un compost abundant i no és 
comercial. La major part de les síntesis descrites parteixen de l’estigmasterol i degraden la 
cadena lateral per obtenir l’aldehid en C22. A partir d’aquest es construeix específicament 
la cadena de la brassinolida i posteriorment es funcionalitzen els anells A i B. 

 

 
((aa))  estigmasterol      ((bb))  ergosterol      ((cc))  brassicasterol  

Figura 165: Productes de partida en la síntesi parcial de BRs. 
 
Anteriorment s’ha vist que, en general, els models tendeixen a promediar l’activitat dels 

homoBRs. Això es deu a que els models calculen i prediuen l’activitat segons la cadena 
lateral tipus i els anells A i B en la seqüència típica (2α,3α-lactona, 2α,3α-cetona i cetones 
sense funcionalitat en la cara α de l’anell A) sense contemplar ni els BRs amb unió A/B cis ni 
els 2α,3α-BRs sense carbonil en l’anell B. Només el model MVP es capaç d’explicar i predir 
l’activitat dels homoBRs.  

A continuació es realitza un model on només es consideren els BRs amb cadena tipus 
homo. Això perme treure la influència que la cadena lateral exerceix en el model i 
incorporar nous anàlegs amb una gran diversitat funcional en l’anell A, amb la qual cosa 
s’espera trencar la tendència de 2α,3α-lactona, 2α,3α-cetona i cetones sense funcionalitat 
en la cara α de l’anell A. 

 
 

H O H O H O 
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2. Model HOMO. 
 

2.1. BRs del “data set”. 
 
Per raons cronològiques, en el model HOMO es va fer servir la conformació activa MVP. 

No obstant, i sense que serveixi de precedent, en la realització d’aquest model la 
conformació activa és irrellevant ja que només hi ha una cadena lateral tipus comuna per 
tots els compostos. 

El model HOMO conta amb 25 homoBRs, els quals només es diferencien entre si per les 
modificacions estructurals dels anells A i B (Figura 166). Dels 25 homoBRs, 10 ja estaven 
presents en el model MVP, mentre que 15 són nous. Aquests incorporen noves 
funcionalitats com són cetona,117 fluor,114-118 brom199 i azida.115,117,119,120 

En la Figura 167 es representa l’activitat dels BRs del model HOMO en ordre decreixent i 
la distribució d’aquests valors dins del marge d’activitats. S’observa que la distribució dels 
valors d’activitat no és uniforme i bona part d’aquests valors es concentren al voltant de 
1,50. 

 

 
* Valor d’activitat expressat com –log(dosi45º). 

Figura 166: Anells A i B dels BRs del “data set” dels model HOMO i valor d’activitat 
expressat com –log(dosi50%). En verd s’indiquen els nous BRs i en granat els antics. 
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* Valor d’activitat expressat com –log(dosi45º). 
Figura 167: Activitat dels BRs del model HOMO i distribució dins del marge d’activitats. 

 
 

2.2. Anàlisi de components principals (PCA). 
 
Entre el primer, el segon components principals s’expliquen principalment els BRs amb 

funcionalitat azida, les quals són molt diferents a la resta de BRs. També s’explica l’anell B 
diferenciant les funcionalitats lactona i cetona entre si (Figura 168a). En total s’observen 
quatre grups: a) 3α-azides amb funcionalitat cetona, b) 3α-azides amb funcionalitat lactona, 
c) BRs amb funcionalitat cetona, i d) BRs amb funcionalitat lactona més BRs amb unió A/B 
cis. Aquests es troben explicats dos a dos en els components principals. Destacar certes 
particularitats: 

• Igual que passa en el model HIP, l’anell B queda descrit a través del diol de la 
cadena lateral. 

• Al contrari que passa en els models amb les cinc cadenes laterals tipus, els BRs amb 
unió A/B cis són més similars als BRs amb funcionalitat lactona, que no pas amb 
funcionalitat cetona.  

El tercer component explica l’anell A dels BRs d’acord amb la seqüència 2α,3α-cetona, 
cetona amb una funcionalitat en la cara α de l’esteroide, ja sigui 2α o 3α, i cetona sense 
grups funcionals en la cara α de l’esteroide (Figura 168b). 

El quart component principal explica, precisament, la diferencia entre els BRs amb 
funcionalitat lactona a l’anell B i els BRs amb unió A/B cis (Figura 169a). 

Entre el cinquè i el sisè components principals s’explica la diversitat de l’anell A (Figura 
169b). Concretament s’expliquen les diferències en la cara β de l’esteroide d’acord amb la 
seqüència 2β,3β, 3β i sense funcionalitat en l’anell A. El sisè component també explica les 
diferències en la cara α d’acord amb si té una funcionalitat en 2α o en 3α. 
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((aa))            ((bb))  

Figura 168: Model HOMO: (a) Gràfic d’objectes dels 2 primers components principals. 
(b) Gràfic d’objectes del tercer i quart components principals. 

 

 
((aa))            ((bb))  

Figura 169: Model HOMO: (a) Gràfic d’objectes del primer i quart components 
principals. (b) Gràfic d’objectes del cinquè i sisè components principals. 

 
De les noves funcionalitats afegides (cetona, fluor, brom i azida) el model només és 

capaç d’explicar les azides. No obstant, les tracta com una funcionalitat especial. Formen 
un grup per si soles i només es diferencien entre si per l’anell B. Els fluors en 2α o 3α els 
tracta com hidroxils, el brom en 3β el tracta com hidrogen, i la cetona en C2 la tracta com 
l’hidroxil 2α. Malgrat haver fet servir la conformació activa MVP, el model HOMO no és 
capaç d’explicar els BRs sense funcionalitat carbonílica en l’anell B i els tracta com si 
tinguessin una cetona. 

 
S’ha realitzat un anàlisi de components principals suprimint del “data set” els 4 BRs amb 

funcionalitat azida. El primer component explica les diferències en l’anell B i diferència dos 
grups: a) BRs amb funcionalitat lactona a l’anell B més BRs amb unió A/B cis, i b) BRs amb 
funcionalitat cetona a l’anell B. Els següents components expliquen els BRs amb unió A/B 
cis, i la distribució de funcionalitats en l’anell A de la mateixa forma que en el model que 
s’acaba d’explicar. Això reforça la impressió que les azides són un grup estrany. 
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2.3. Anàlisi de mínims quadrats parcials (PLS). 
 

a) Paràmetres estadístics. 
 

A la Taula 16 es mostren els paràmetres estadístics del model HOMO. 
 

components XVarExp XAccum SDEC r2 SDEP q2 (LOO) 
0 0,0 0,0 0,79 0,00 0,83 -0,09 
11  1122,,77  1122,,77  00,,5588  00,,4477  00,,8811  --00,,0044  
2 7,9 20,6 0,40 0,74 0,90 -0,27 
3 8,4 29,1 0,24 0,91 0,87 -0,21 
4 11,2 40,2 0,19 0,95 0,81 -0,04 
5 6,1 46,3 0,15 0,96 0,74 0,13 

18.862 variables 
Taula 16: Paràmetres estadístics del model HOMO. 

 
El primer component només és capaç d’explicar un 47% de l’activitat amb un error de 

càlcul de ±0,58. El model té una capacitat predictiva nul·la ja que el coeficient de 
correlació de la predicció (q2) és negatiu. 

 
b) Contribucions a l’activitat. 

 
En la Figura 170 es mostren els coeficients per al primer component principal a ±0,001. 

De la interpretació dels mapes de coeficients es conclou: 
• Contribucions positives a l’activitat: les 2α,3α-lactones, absència de grups funcionals 

en 2β però sobretot en 3β, absència de funcionalitat en 5α.  
• Contribucions negatives a l’activitat: les cetones sense grups funcionals en 2α i 3α. 
 

 
SSoonnddaa  dd’’aaiigguuaa          SSoonnddaa  ddee  mmeettiill  

Figura 170: Coeficients del model HOMO. En vermell es mostren les contribucions 
positives a l’activitat i en blau les contribucions negatives. 

 
Exceptuant alguna petita diferència, les contribucions a l’activitat dels anells A i B són les 

mateixes que s’obtenien en els models amb les cinc cadenes laterals tipus. El model no és 
capaç d’explicar l’activitat ni de les noves funcionalitats afegides, ni de la distribució de 
funcionalitats en l’anell A, ni dels BRs sense funcionalitat carbonílica en l’anell B. 

 
 

c) Predictibilitat. 
 
En la Figura 171 es mostra el gràfic d’activitat predita davant l’activitat experimental. 

Com ja s’ha comentat, la predictibilitat és nul·la. De fet, el model promedia les dades 
d’activitat al voltant de 1,5. Aquest fet és conseqüència de que l’activitat experimental dels 
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BRs no és homogènia i està distribuïda al voltant d’aquest valor (Figura 167, pàgina 183). 
Llavors, el model no té la necessitat d’explicar bona part de la diversitat estructural 
incorporada pels nous BRs. Posteriorment, com no explica aquesta diversitat estructural, el 
model promedia l’activitat predita al voltant de 1,5 i es tanca el cercle. 
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Figura 171: Model HOMO: Activitat predita davant activitat experimental. 

 
 

3. Conclusions. 
 

3.1. Conclusions particulars de l’estudi. 
 
De les noves funcionalitats afegides (cetona, fluor, brom i azida), el model només explica 

els BRs amb funcionalitat azida. No obstant, els explica com un grup a banda, independent. 
El comportament de les funcionalitats cetona i fluor és similar a un hidroxil, i el de la 
funcionalitat brom a un hidrogen. El comportament dels BRs sense carbonil a l’anell B és 
similar als que tenen un carbonil. 

El model HOMO ha aconseguit explicar la variabilitat dels anells A i B per separat, sense 
interaccions. Primer, explica la diferència en l’anell B segons els BRs tinguin funcionalitat 
lactona o cetona. En segon lloc, explica les cetones segons tinguin dos, una o cap 
funcionalitat en la cara α de l’anell A. En tercer lloc, explica la diferència entre els BRs amb 
funcionalitat lactona i els que tenen la unió A/B cis. Finalment, explica la distribució de 
grups funcionals en l’anell A independentment de la funcionalitat en l’anell B. 

L’augment de la variabilitat en l’anell A porta associat un augment de valors d’activitat 
situats en la zona intermèdia. Això fa que, més enllà de la seqüència 2α,3α-lactona, 
2α,3α-cetona i cetones sense funcionalitat en la cara α de l’anell A, no hi hagi cap relació 
quantitativa, entre la variabilitat en l’anell A i l’activitat. 

 
 

3.2. Conclusions generals de l’estudi. 
 
Aquest estudi dins del conjunt global de la tesi suggereix que per tenir una millor 

informació sobre l’anell A és necessari augmentar racionalment el nombre de compostos. 
Cal incloure BRs amb modificacions estructurals a l’anell A per les cinc cadenes laterals 
tipus, evitant interaccions estructurals entre els anells i les cadenes laterals. 
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PPAARRTT  IIVV::  MMooddeell  11  μμgg//ppllaannttaa..200 
 
 

1. Introducció. 
 
En la bibliografia, sovint es confonen els termes “activitat” i “resposta” i es parla 

d’activitat quan s’hauria de parlar de resposta. La resposta és l’efecte que s’aconsegueix en 
realitzar el bioassaig a una concentració o dosi determinada. L’activitat és quelcom més 
complex i està relacionada amb la dosi a la qual la resposta és el 50% de la resposta 
màxima, LD50% (pàgina 53). La confusió entre els dos termes radica en el fet que els 
compostos que presenten una resposta elevada a una determinada dosi són actius i per 
tant, hi ha la tendència d’associar resposta a activitat.  

El estudis QSAR es recomana fer servir la dada d’activitat (LD50%) per establir la 
correlació. Aquest valor, però, no sempre està disponible i en substitució, s’utilitza la 
resposta a una dosi concreta. Com s’explicarà tot seguit, considerar l’activitat o la resposta 
no és indiferent al QSAR ja que segons si es fa servir una dada o l’altre es donen solucions a 
preguntes diferents. Per il·lustrar-ho, a continuació s’exposen dos casos en el camp dels BRs 
on activitat i resposta presenten incompatibilitats entre si. 

 
• Cas 1: 

 
Els BRs amb la cadena lateral saturada, o amb un sol hidroxil (Figura 172) serien uns 

bons candidats per ampliar el conjunt de BRs dels models, ja que augmentarien la diversitat 
estructural en la cadena lateral, ampliant el marge de coneixement en aquesta zona. Cap 
d’aquestes modificacions de cadena es troba present en els models, per tant la predicció de 
l’activitat d’aquests anàlegs comporta una extrapolació.  

 

 
Figura 172: BRs amb cadena lateral saturada o amb un sol hidroxil. 

 
En el cas de la hcs_2n3n_22n23n, epics_22n23n i S_hcs_22n el model HIP els prediu 

unes activitats (–log(dosi50%)) entre 0,9 i 1,7. Aquests valors signifiquen que a 1 μg/planta les 
respostes haurien d’estar entre 80º i 90º. No obstant, les seves respostes oscil·len entre 1º i 
28º. Per tant, el model QSAR prediu com actius compostos que no ho son. 

O 

H O 

H O 

O H 

O 

H O 

H O 

O H 

O O 

H O 

H O 
O 

H O 

H O 

hhccss__2222nn2233nn  hhccss__22nn33nn__2222nn2233nn  eeppiiccss__2222nn2233nn  

SS__hhccss__2233nn  SS__hhccss__2222nn  



Discussió de Resultats: QSAR  Part IV: Model 1 μg/planta 

- 188 / 249 - 

En el cas de la hcs_22n23n, el model HIP li prediu una activitat (−log(dosi50%)) de 2,35. 
La seva activitat experimental és de 0,73. Tot i que el compost és actiu i el model el prediu 
com a tal, la seva activitat predita expressada com a dosi al 50% és 40 vegades superior a la 
real. 

El cas de la S_hcs_23n, és l’excepció. El model HIP li prediu una activitat (−log(dosi50%)) 
de 0,82 i la seva activitat experimental és de 0,50. Tot i que la diferència és moderada 
(±0,32), està dins dels marges d’error de la predicció del model (±0,52). 

En aquest primer cas, en el qual la predicció comporta una extrapolació, s’observa que 
en general, el model tendeix a sobreestimar l’activitat. Aquesta sobreestimació porta a 
considerar actius els tres compostos que són inactius i com a molt actiu un compost que és 
moderadament actiu. 

 
• Cas 2: 

 
Igual que en el cas anterior, els BRs S_epics_2b3b i S_epics_2n3n també serien uns bons 

candidats per ampliar el conjunt de BRs dels models, ja que ajudarien a reduir la proporció 
de cadenes laterals tipus homo i augmentarien el nombre de BRs amb funcionalitat diversa 
a l’anell A. Aquests dos anàlegs seran fàcilment acceptats pel model ja que tenen un lloc 
assignat dins l’espai dels objectes del PCA del model HIP (Figura 173), per tant la predicció 
de l’activitat d’aquests anàlegs comporta una interpolació en el model.  

L’activitat predita de tots dos (–log(dosi50%)) està al voltant de −0,20. Tot i que l’activitat 
és inclús inferior a l’activitat més baixa present en el model (0,71 de l’hcs_eter) és coherent 
amb la interpretació dels coeficients. El valor predit significa que a 1,5 μg/planta les 
respostes de tots dos compostos haurien d’estar al voltant de 45º. Les seves respostes a 
1 μg/planta estan al voltant dels 5º. Degut a la limitació del bioassaig (pàgina 198) es 
desconeixen les respostes a 1,5 μg/planta i en conseqüència no es pot corroborar si la 
predicció feta pel model és encertada o no. 

 

 
((aa))        ((bb))  

Figura 173: Situació dels BRs S_epics_2b3b i S_epics_2n3n dins dels gràfics d’objectes 
dels 2 primers components principals del model HIP: (a) Coloració segons cadena 
lateral tipus i (b) coloració segons els anells A i B. 

 
En aquest segon cas, en el qual la predicció comporta una interpolació, el model prediu 

un valor d’activitat coherent. No obstant, la predicció xoca amb la limitació del bioassaig i 
experimentalment no és possible corroborar si el compost és actiu tal com es preveu segons 
el model, o és inactiu tal com es dedueix d’unes dades experimentals limitades. 
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En els dos casos anteriors, s’ha vist com el model QSAR no és capaç d’explicar l’activitat 
(−log(dosi50%)) de BRs que tenen una baixa resposta (1 μg/planta). La raó és que al model se 
li està preguntant quelcom que no pot resoldre.  

Els models QSAR anteriors correlacionen l’estructura amb el valor d’activitat 
(−log(dosi50%) o LD50%). Aquesta dada descriu l’afinitat per substrat del receptor. Per tant, els 
coeficients dels models expliquen els requeriments estructurals per a que un compost actiu 
sigui més o menys actiu. Tots els compostos presents en els models QSAR són actius, en 
major o menor grau, i tots ells presenten una resposta màxima a una dosi suficientment 
elevada. Els compostos amb una resposta baixa o inactius són ignorats pel simple fet que no 
es pot determinar el seu valor d’activitat. Per tant, a aquests models no se’ls pot preguntar 
per la resposta dels compostos inactius perquè no tindrà “resposta”. 

L’activitat o inactivitat d’un compost ve determinada per l’especificitat per substrat del 
receptor vers aquest compost, la qual es descriu a través de la resposta a la concentració 
màxima aplicable. Un model que correlacioni l’estructura amb la resposta serà capaç 
d’explicar els requeriments estructurals que fan que un compost sigui actiu o inactiu. 

 
Fins aquest moment, tots els models QSAR han correlacionat l’estructura dels BRs amb el 

seu valor d’activitat (−log(dosi50%)) donant explicació a l’afinitat per substrat. A continuació 
es realitzarà un model QSAR que correlacioni l’estructura dels BRs amb la resposta a 
1 μg/planta per donar explicació a l’especificitat per substrat (Figura 174). 

 

 
Figura 174: Corbes dosi resposta dels BRs: Resposta a 1 μg/planta i dades 
d’activitat expressades com a −log(dosi45º). 

 
 

2. Model a 1 μg/planta. 
 

2.1. BRs del “data set” i resposta. 
 
La Taula 17 mostren els BRs que formen part del model organitzats en ordre decreixent 

segons la resposta a 1 μg/planta. Per a la realització del model QSAR s’utilitza la 
conformació activa HIP. 

Fer servir la resposta a 1 μg/planta enlloc de l’activitat (–log(dosi50%)) permet incloure 53 
BRs en el model. S’augmenta el nombre de compostos amb cadenes laterals tipus epi, 
S_homo i S_epi. S’augmenta també el nombre de BRs sense el diol 2α,3α en l’anell A. 
S’incorporen BRs amb un hidroxil α en C11 i BRs amb cadenes laterals sense el diol en 
C22,C23. De moment no s’incorporen els BRs amb fluor o azida. 
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BRs 1 μg/planta  BRs 1 μg/planta  BRs 1 μg/planta 
hbl 116  S_hcs 75  hcs_2n3n_22n23n 28 
bl 114  S_epibl 74  hcs_2n3Br_5OH 24 
cs 103  hcs_6OHb 74  epics_2n3b_23n 24 

epics_2n3b 101  hcs_2n3b 74  S_hcs_22n 22 
hcs_2CO3n 99  hcs_2n3n 73  S_epics_2n3b_11OH 22 

hbl_cis 98  hcs_2b3b 72  S_epics_2n3b_5OH 21 
S_hcs_23n 93  epics_2n3n 72  S_hcs_2CO3n 18 

hcs 92  S_epics 67  S_hcs_2n3Br 9 
hcs_2a3n 88  epibl_11OH 65  S_epics_11OH 8 

epibl 88  S_epibl_11OH 64  epics_2n3b_22n 7 
hcs_2n3a 85  epics_2b3b 64  S_epics_2b3b 6 
hcs_cis 84  hcs_6OHa 62  S_epics_2n3n 5 

epics_11OH 82  hcs_eter 57  S_hcs_2n3Br_5OH 4 
hcs_5OH 81  S_hcs_2a3n 56  hbl_2n3n_22n23n 4 

S_hbl 80  S_hcs_5OH 45  S_hcs_2n3b_5OH 3,7 
hcs_22n23n 79  hcs_2n3Br 42  epics_22n23n 1 

epics 79  hbl_2b3b 36  S_hcs_eter -2 
epics_2n3b_11OH 76  hcs_2b3b_5OH 31    

Taula 17: Conjunt de BRs presents en els models. Nom i resposta a 1 μg/planta. 
 
 

2.2. Reducció de compostos. 
 
En el model inicial, dos compostos presenten un comportament anòmal i es suprimeixen 

del model. En reduccions successives es suprimeixen fins a 12 BRs els quals es poden 
classificar en sis grups: 
a) 22R,23R-BRs que sense tenir cap grup funcional en la cara α de l’anell A presenten una 

resposta molt elevada: epics_2n3b (101º), epics_2n3b_11OH (76º) i hcs_2n3n (73º). 
b) BRs que sense tenir el diol de cadena presenten una resposta molt elevada: S_hcs_23n 

(93º). 
c) BRs que tenint el diol 2α,3α presenten una resposta molt baixa: S_epics_11OH (8º) i 

epics_22n23n (1º). 
d) BRs amb una funcionalitat èter en l’anell B: hcs_eter (57º) i S_hcs_eter (-2º). 
e) BRs on la funcionalitat lactona en l’anell B presenta una resposta menor que la 

funcionalitat cetona: epibl_11OH (65º), hbl_2b3b (36º) i hbl_2n3n_22n23n (4º). 
f) BRs que simplement es surten de la tendència: hcs_2n3Br (42º). 

 
 

2.3. Anàlisi de mínims quadrats parcials (PLS). 
 

a) Paràmetres estadístics. 
 
Finalment es realitza un model amb els 41 compostos. Només els dos primers 

components principals són interpretables des del punt de vista estructural. A la Taula 18 es 
mostren els paràmetres estadístics del model. 

 



Discussió de Resultats: QSAR  Part IV: Model 1 μg/planta 

- 191 / 249 - 

 
components XVarExp XAccum SDEC r2 SDEP q2 (LOO) 

0 0,0 0,0 33,8 0,00 34,6 -0,05 
11  2299,,00  2299,,00  99,,99  00,,9911  1111,,22  00,,8899  
22  1111,,33  4400,,33  77,,33  00,,9955  99,,66  00,,9922  
3 5,4 45,6 5,6 0,97 9,5 0,92 
4 3,1 48,7 4,1 0,98 9,8 0,92 
5 3,9 52,7 3,2 0,99 9,8 0,92 

2.578 variables 
Taula 18: Paràmetres estadístics del model a 1 μg/planta. 

 
 

b) Interpretació dels coeficients. 
 
El primer component principal correlaciona l’estructura dels BRs amb la seva resposta a 

1 μg/planta (Figura 175a). Amb un 29% de la variància estructural corresponent a les zones 
d’interacció dels anells A i B, el diol de cadena lateral i el volum dels anells C, D i metil 
C21, el model és capaç d’explicar un 91% de la resposta a 1 μg/planta amb un error de 
càlcul de ±10º, i predir-ne un 89% amb un error de predicció de ±11º. 

El segon component principal corregeix a l’alça els 2α,3α,22S,23S-BRs i a la baixa els 
22R,23R-BRs sense cap funcionalitat polar en α de l’anell A (Figura 175b). 

En el gràfic d’objectes dels dos primers components principals, s’observen 6 grups ben 
definits en funció del nombre d’hidroxils en α de l’anell A i de si són 22R,23R o 22S,23S. 
En funció del nombre d’hidroxils en α de l’anell A es formen tres grups: a dalt a l’esquerra 
els BRs amb cap hidroxil en α, a baix a la dreta els BRs amb dos hidroxils en α, i enmig 
queden els BRs que tenen un hidroxil en α i els BRs amb unió A/B cis. En funció del diol de 
la cadena lateral s’agrupen a dalt a la dreta els 22R,23R-BRs i a baix a l’esquerra els 
22S,23S-BRs. Malauradament, el grup de BRs sense diol en la cadena lateral no queda ben 
explicat i els compostos es distribueixen aleatòriament. 

 

 
((aa))            ((bb))  

Figura 175: Model a 1 μg/planta: a) Gràfic de correlació interna del primer component 
principal i b) Gràfic d’objectes per als dos primers components principals. 
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c) Contribucions a l’activitat. 
 
En el model a 1 μg/planta, cal considerar fins al segon component principal, ja que es 

pot interpretar la relació existent entre l’estructura i l’activitat. El model final explica un 95% 
de la resposta a 1 μg/planta amb un error de càlcul de ±7º, i prediu un 92% amb un error 
de predicció de ±10º, fent servir el 40% de la variabilitat estructural.  

En la Figura 176 es mostren els coeficients per al segon component principal a ±0,001. 
De la interpretació dels mapes de coeficients es conclou: 

• Contribucions positives a la resposta a 1 μg/planta: el diol 2α,3α, un carbonil a 
l’anell B amb una major contribució del carbonil de la lactona, el diol de la cadena 
lateral, l’absència de grups funcionals en 3β, l’absència de grups funcionals en 5α, i 
l’anell C i metil en C21 dels 22R,23R-BRs. 

• Contribucions negatives a la resposta a 1 μg/planta: l’absència de grups funcionals en 
2α i 3α, algunes parts del carbonil de les cetones en l’anell B, els anells B i D dels 
22S,23S-BRs, i l’absència de grup funcional en C22. 

• Contribucions nul·les a la resposta a 1 μg/planta: la zona d’interacció de l’hidroxil en 
5α, l’hidroxil en C11, i les cadenes laterals tipus més enllà de la distinció entre 
22R,23R-BRs i 22S,23S-BRs. 

 

 
SSoonnddaa  dd’’aaiigguuaa          SSoonnddaa  ddee  mmeettiill  

Figura 176: Coeficients del model a 1 μg/planta. En vermell es mostren les 
contribucions positives a la resposta a 1 μg/planta i en blau les contribucions negatives. 

 
 

d) Predictibilitat. 
 
En la Figura 177 es mostra el gràfic de resposta predita a 1 μg/planta davant de resposta 

experimental. La predictibilitat del model és molt bona (92%, amb un error de ±10º). No 
s’observa cap dependència entre la predictibilitat i l’estructura dels BRs. 
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Figura 177: Model a 1 μg/planta: Gràfic de resposta predita 
davant de resposta experimental. 
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3. Conclusions. 
 
El model a 1 μg/planta descriu l’especificitat per substrat, explicant els requeriments 

estructurals que fan que un BRs sigui actiu o inactiu. El model HIP descriu l’afinitat per 
substrat, explicant els requeriments estructurals que fan que un BRs actiu sigui més o menys 
actiu. 

Es proposa el següent protocol per predir l’activitat dels BRs: Amb el model a 1 μg/planta 
és prediu la resposta a 1 μg/planta. Si aquesta és superior a 30º, es considera que el BR pot 
presentar activitat com a promotor del creixement vegetal. En aquest cas, amb el model HIP 
es prediu l’activitat expressada com el −log(dosi50%). Caldrà desconfiar del valor en el cas 
que la resposta sigui baixa i l’activitat elevada. 
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1. Introducció. 

 
Com s’ha vist en el tema dels androstans, un dels objectius dels models QSAR és poder 

predir l’activitat de compostos no sintetitzats. Si l’activitat predita resulta interessant, 
s’aborda la seva síntesi i sinó es descarta. Això permet estalviar un gran esforç sintètic. Com 
s’ha vist en el tema anterior, la capacitat predictiva dels models es mesura a través de dos 
paràmetres: el coeficient de correlació de la predicció (q2) i la desviació estàndard de l’error 
de predicció (SDEP). Precisament aquest últim correspon a l’error de predicció del model. 

En el cas dels BRs es tenen dos models QSAR complementaris. El model a 1 μg/planta 
que prediu la resposta a 1 μg/planta amb un error de ±10º i el model HIP que prediu 
l’activitat com −log(dosi50%) amb un error de ±0,52. Seria molt interessant conèixer l’error 
experimental tan de la resposta a 1 μg/planta com de l’activitat, per comparar-lo tan amb 
l’error de càlcul (desviació estàndard de l’error de càlcul, SDEC) com amb l’error de 
predicció dels dos models. 

A continuació s’explica l’obtenció de l’activitat experimental dels BRs fent servir el test 
d’inclinació de la làmina d’arròs. 

 
 

2. Test d’inclinació de la làmina d’arròs. 
 

2.1. Protocol. 
 
El protocol del test d’inclinació de la làmina d’arròs (RLIT) que actualment es segueix al 

Laboratori d’Esteroides de l’IQS consta de quatre etapes (Figura 178):90,97,118,201-205 
1. Germinació: Es submergeixen les llavors d’arròs en aigua desionitzada i es tenen 48 

hores en un una cambra de cultiu a 30º i un fotoperíode de 16 hores de llum i 8 de 
foscor. 

2. Sembra: Es planten les llavors germinades en un gel d’agar-agar 0,5% posant la 
radícula cap amunt en contacte amb la superfície. Es col·loquen en un recipient que 
manté la humitat relativa al voltant del 90% i es tenen 48 hores en un una cambra 
de cultiu a 30º i un fotoperíode de 16 hores de llum i 8 de foscor. 

3. Aplicació: En el nus de desenvolupament de la segona làmina, s’injecten 0,5 μl 
d’una dissolució de BR en etanol 95%. Les plantes es tenen 48 hores en un una 
cambra de cultiu a 30º i un fotoperíode de 24 hores de foscor. 

4. Mesura: Es talla la planta i de seguida es dibuixa sobre un paper l’angle format per 
l’anvers de la fulla i la tija. Amb un transportador d’angles es realitza la mesura final. 

En cada experiment, el nombre de plantes a les quals s’aplica una mateixa dosi de BR 
oscil·la entre 10 i 15. A més a més, es reserven un nombre similar de plantes on s’aplica 
homocastasterona (hcs) a 1 μg/planta que serveixen com a referència interna, i un altre 
nombre similar de plantes sense tractar que serveixen de control. 

 

 
Figura 178: Esquema del test d’inclinació de la làmina d’arròs. 

 
 

Control BR 
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2.2. Fonts d’error i limitacions del test. 
 
Existeixen una sèrie de factors que poden influir en la dispersió dels resultats. Aquests 

poden ser deguts a la pròpia metodologia del bioassaig (factors extrínsecs) i/o propis de la 
planta d’arròs (factors intrínsecs): 

a) Factors extrínsecs: experimentador, envelliment de les llavors, condicions de la 
cambra de cultiu (llum, temperatura i humitat relativa), aplicació de la dosi 
correcte (errors en la pesada, dissolució, pressa de mostra, injecció i variació de 
la concentració per evaporació del dissolvent), mesura de l’angle, etcètera. 

b) Factors intrínsecs: la dispersió deguda al propi creixement de les plantes. 
Els factors extrínsecs es controlen amb la resposta de la homocastasterona a 1 μg/planta, 

mentre que els intrínsecs es controlen amb la resposta del control. 
La gran limitació del bioassaig és que difícilment es poden aplicar dosis superiors a 

1 μg/planta. Això és degut a la falta d’assimilació del BR per la planta, arribant a observar-se 
una taca blanca en el punt d’aplicació. Ocasionalment s’han arribat a aplicar dosis de 
2 μg/planta. 

 
 

2.3. Tractament estadístic de les dades. 
 
Es realitza a dos nivells: 1) en cada experiment i 2) en cada repetició de l’experiment. 
 

1) Tractament estadístic en cada experiment. 
 
S’ordenen per ordre creixent les respostes, es a dir els angles, de cada BR. Es 

suprimeixen els valors extrems (màxim i mínim) i es calcula la mitjana ( ix , equació 5) i la 
desviació estàndard ( iσ , equació 6). 
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on nx  és la resposta individual, i iN  el nombre total de plantes assajades. 

 
Per normalitzar les dades cal restar el control. La resposta normalitzada ( McM − ) s’obté 

restant la mitjana del control (Mc ) a la mitjana de les dades (M ). La desviació estàndard 
associada és ( )McM −σ  o icxσ  la qual es calcula segons la propietat de la variància que 
es defineix a continuació: 

 
Si x  i y són dos variables aleatòries independents, llavors es compleix l’equació 7. 
 
equació 7:  ( ) ybxabyax 22222 σσσ +=−  
 
Assumint que x  correspon a la mitjana del compost ( ix ), y a la mitjana del control 
( cx ), que la diferència correspon a l’equació 8 i sabent que les desviacions 
estàndard d’aquestes variables venen representades per les equacions 9a i 9b, la 
variància pren la forma de l’equació 10 i la desviació estàndard de l’equació 11. 
 
equació 8: ciic xxx −=  
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equació 9a:  
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equació 11: 
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Aquesta desviació estàndard normalitzada ( icxσ ) rep el nom de repetitibilitat ( REPET ) 

i dóna idea de la variabilitat de la resposta d’un determinat BR a una concentració concreta 
en un experiment concret. 

 
 

2) Tractament estadístic per cada repetició de l’experiment.  
 
Es realitzen diferents experiments per cada BR a cada dosi. Per cadascun s’han obtingut 

els valors de la mitjana (M ), desviació estàndard (σ ), mitjana normalitzada ( McM − ) i 
repetitibilitat (REPET ). Sobre aquests valors es realitza un nou tractament estadístic. Es 
calcula la mitjana global (MITJA , equació 12) a la qual se l’associen dos desviacions 
estàndard: 1) la desviació estàndard corresponent a les mitjanes dels experiments, també 
anomenat reproductibilitat (REPROD , equació 13) i 2) la mitjana de les desviacions 
estàndard normalitzades dels experiments ( MITJREPET , equació 14). 
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equació 14:  
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on iL  és el nombre total d’experiments. 

 
 

2.4. Corba dosi-resposta. 
 
Quan la resposta (expressada com a MITJA ) a 1 μg/planta d’un BR és superior a 45º es 

considera que un BR és actiu i es realitzen assajos a diferents dosi per representar i construir 
la corba que relaciona el logaritme de la dosi amb la resposta. A les dades s’ajusta una 
funció sigmoïdal (Figura 179). Els paràmetres que la descriuen són: el valor màxim ( maxy ), el 
valor mínim ( miny ), l’abscissa corresponent al punt intermedi entre el màxim i el mínim ( 50x ) 
i el pendent (K ). 
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Figura 179: Equació i exemple de corba dosi-resposta. 

 
 
L’ajust es realitza amb el programa FigP,206 el qual dóna els paràmetres maxy , miny , K , i 

50x . Precisament el paràmetre 50x  canviat de signe correspon al menys logaritme de la dosi 
a la qual la resposta és el 50% de la resposta màxima ( ( ) 50%50log xdosi −=− ). Aquest és el 
valor d’activitat que cal prendre en els estudis de QSAR, ja que està relacionat amb 
l’energia lliure de Gibbs del procés que va des de que s’injecta el BR fins que es provoca 
l’obertura de la fulla. No obstant, a l’equip s’ha fet servir tradicionalment com a valor 
d’activitat el –log(dosi45º) enlloc del −log(dosi50%). Aquest valor té l’origen en que per alguns 
BRs no es pot determinar el màxim de la corba, ja que aquest queda més enllà de la dosi 
màxima aplicable (Figura 180). Com per la majoria de BRs actius la resposta màxima està al 
voltant de 90º es considera que el 50% de la resposta màxima correspon a 45º. Per tant, 
s’associa 50% a 45º i es té un valor d’activitat que és independent de la qualitat de l’ajust. 

 

 
Figura 180: Exemple de corba incompleta amb el màxim indefinit degut a que està per 
sobre de la dosi màxima aplicable, que en aquest cas és de 2 μg/planta. 

 
 

3. Error experimental. 
 
En tot l’apartat anterior no s’arriba a concretar ni l’error experimental de la resposta a un 

dosi concreta, ni l’error experimental de l’activitat ja sigui expressada com a −log(dosi50%) o 
com a –log(dosi45º). El tema s’aborda a dos nivells: 1) error de la resposta a una dosi 
concreta i 2) error de la corba i del valor d’activitat. 
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3.1. Error experimental de la resposta a una dosi concreta. 
 

a) Error en la resposta d’un únic experiment. 
 
Com ja s’ha comentat, els resultats de cada experiment s’ordenen per ordre creixent i es 

calcula la mitjana ( ix ) i la desviació estàndard de les dades ( is ). Tant la mitjana com la 
desviació estàndard són més precisos quan major és el nombre de plantes assajades ( in ). 
Per determinar el grau d’incertesa de la mitjana es pot calcular l’error estàndard de la 
mitjana (

ix
s , equació 15). A partir d’ara, els resultats es presentaran a traves de la mitjana 

( ix ) més/menys el seu error estàndard (
ix
s ) i en el cas que es cregui oportú també es 

presentarà la desviació estàndard de les dades ( is ). 
 

equació 15:  
i

i
x n

ss
i

=  

on is  és la desviació estàndard de les dades i in  el nombre total de plantes assajades. 

 
El següent pas consisteix únicament en restar el control. Anteriorment aquesta etapa 

s’anomenava “normalització” de les dades.90,118,201-205 No obstant, la terminologia no és 
l’adequada i a partir d’ara es parlarà de “rectificació” de les dades. 

La resposta final, rectificada, d’un experiment ( iα ) és la diferència entre la mitjana de les 
dades ( ix ) i la mitjana del control ( cx ). Tots dos valors tenen associat un error estàndard 
(

ix
s  i 

cx
s  respectivament). L’error estàndard de la resposta (

i
sα ) es calcula a partir de l’error 

estàndard de les dades i del control aplicant les regles de transmissió de l’error. Així doncs, 
la resposta final i el seu error s’expressen mitjançant l’equació 16. A l’error estàndard de la 
resposta (

i
sα ) se l’anomenava anteriorment REPET . 

 

equació 16:  22
ci xxcii ssxx +±−=α  

 
b) Error en la resposta de diversos experiments. 

 
Per una dosi concreta es fan repeticions ( jn ). La resposta experimental resultant ( pxeα ) 

s’obté com la mitjana de les respostes de cada experiment ( iα ). Cada experiment té 
associat un error estàndard (

i
sα ). L’error estàndard de la resposta experimental resultant 

(
pxe

sα ) es calcula a partir de l’error estàndard de cada experiment aplicant les regles de 
transmissió de l’error i correspon a l’error experimental de la resposta a una dosi. A partir 
d’ara, la resposta experimental resultant i el seu error s’expressen mitjançant l’equació 17.  

 

equació 17:  
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3.2. Error experimental del valor d’activitat. 
 
Coneixent la resposta a diferents dosis es pot ajustar la corba dosi-resposta, la qual 

segueix una funció sigmoïdal (Figura 179, pàgina 200). L’ajust es realitza amb el programa 
FigP,206 el qual no només dóna els paràmetres que descriuen la corba ( maxy , miny , K , i 

50x ) sinó que també dóna els seus errors estàndards (
maxys , 

minys , Ks , i 
50x
s ). Com s’ha 
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comentat anteriorment, el valor d’activitat −log(dosi50%) es correspon amb el paràmetre 50x  
canviat de signe. Per tant, l’error experimental del valor d’activitat es correspon directament 
amb el paràmetre 

50x
s  (equació 18).  

 
equació 18:  ( )

5050%50 xsxdosigol ±−=−  

 
Tradicionalment a l’equip s’ha fet servir com a valor d’activitat el –log(dosi45º) enlloc del 

−log(dosi50%). Aquest es calcula mitjançant l’equació 19. L’error experimental ( ( )º45dosigols− ) es 
calcula a partir dels errors estàndards dels paràmetres de la corba (

maxys , 
minys , Ks , i 

50x
s ) i 

de l’error estàndard de la resposta a 45º ( º45s ), aplicant les regles de transmissió de l’error 
(equació 20). Malgrat es desconeix l’error estàndard de la resposta a 45º ( º45s ), una bona 
estimació és el valor de l’error estàndard experimental de la resposta experimental més 
propera a 45º ( º45→pxe

sα ).  
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4. Factors que influeixen en la corba dosi-resposta. 

 
Un cop descrits els errors experimentals cal veure la influència que determinats factors 

poden tenir sobre la resposta a una dosi concreta i el seu efecte sobre la corba dosi-resposta 
i el valor d’activitat. 

 
 

4.1. Nombre de repeticions i experiments erronis. 
 
Un punt crític és la discussió sobre el nombre de repeticions de cada bioassaig així com 

la supressió d’experiments erronis. Per il·lustrar aquesta discussió, en la Taula 19 es mostra, 
a mode d’exemple, els resultats per la bl a 10−5 μg/planta. 

 

Experiment Resposta ( iα ) 

COMB-58 26,0 
COMB-60 72,3 
COMB-62 20,6 
COMB-65 62,6 
COMB-69 51,4 

Taula 19: Resultats de la bl a 10−5 μg/planta. 
 
En els dos primers assajos, les respostes són molt diferents entre si (26,0º enfront de 

72,3º) i pot donar la sensació que hi ha un punt erroni. Per tant, es fa una tercera repetició. 
En aquesta es torna a obtenir una resposta baixa (20,6º) i pot donar la sensació que el segon 
punt (72,3º) és erroni. Per tant es fa una quarta repetició. En aquesta s’obté una resposta 
elevada (62,6º) i la distribució de respostes és dos a dos. Per tant, es fa una cinquena 
repetició. En aquesta s’obté una resposta intermèdia-alta (51,4º). 
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Aquest raonament és molt detallista i es basa excessivament en el valor de la resposta de 
cada experiment. Els assajos s’interpreten independentment i es mostra una gran 
preocupació pel fet que pugui haver algun punt erroni. Una visió global aporta nova 
informació molt interessant. En la Figura 181 es mostren les respostes individuals de cada 
experiment ( ix ), les respostes individuals de tots els assajos agrupades i la situació de la 
resposta experimental final ( pxeα ) dins de la corba dosi-resposta. Per cada punt de la corba 
es representa la dispersió de les dades. 

 

 
Figura 181: Resultats de la bl a 10−5 μg/planta: Gràfics de les respostes individuals 
distribuïdes segons els bioassaig, agrupades i situació dins la corba dosi-resposta. 

 
D’acord amb aquest nou punt de vista, la interpretació dels resultats és la següent: s’han 

realitzat cinc repeticions on s’han assajat un total de 51 plantes. Les respostes individuals 
van des dels 0º fins als 98º. Per comparació amb altres dosis s’observa que s’està en el 
pendent de la corba. Per tant, sembla raonable que petites variacions incontrolables entre 
experiments puguin fer que les respostes d’un assaig tendeixin a l’alça (cas de COMB-60 i 
COMB-65), a la baixa (cas de COMB-58 i COMB-62) o es distribueixin per tot el marge (cas 
de COMB-69).  

 
Per aprofundir en la discussió és molt útil estudiar els resultats del control i de la 

homocastasterona (hcs) a 1 μg/planta. Tots dos s’han aplicat en tots els bioassajos i es 
disposa d’una gran quantitat de dades. A la Figura 182 es mostren les respostes individuals 
dels 68 bioassajos,***** les mateixes respostes agrupades, i la seva distribució. En verd es 
mostren les respostes de la hcs a 1 μg/planta i en blau les del control. 
• La hcs a 1 μg/planta segueix una distribució normal en la qual s’han assajat 680 plantes. 

Les respostes individuals abasten tot el marge de respostes possibles anant des de 10º 
fins a 180º. La resposta promig és 98,5º ±1,0 sent la dispersió de les dades de 26,5º. 

• El control és més complex ja que no segueix una distribució normal. S’han assajat 737 
plantes de les quals un 15% presenten una resposta igual a 0º. Ometent aquestes 
respostes, el control seguiria, amb 623 plantes assajades, una distribució assimètrica 
amb una resposta promig de 8,2 ±0,2 sent la dispersió de les dades de 3,9º. 

 

                                                 
***** Numèricament es tenen referenciats 73 experiments. No obstant, els experiments compresos 
entre COMB-26 i COMB-29, i l’experiment COMB-47 corresponen a un altre tipus de bioassaig, 
concretament al test d’inclinació de la làmina d’arròs amb planta tallada.90 

bl

0

30

60

90

120

150

-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1

log(dosi)

an
gl

e

bl - 0,00001 μg/planta

0

30

60

90

120

150

180

C
O

M
B

-5
8

C
O

M
B

-6
0

C
O

M
B

-6
2

C
O

M
B

-6
5

C
O

M
B

-6
9

Bioassaig

A
ng

le

bl - 0,00001 μg/planta

0

30

60

90

120

150

180

0 20 40 60 80 10
0

Plantes

A
ng

le



Discussió de Resultats: Activitat 

- 204 / 249 - 

 
Figura 182: Resultats del control (en blau) i la hcs a 1 μg/planta (en verd): Gràfics de les 
respostes individuals distribuïdes segons els bioassaig, agrupades i distribució. 

 
En el cas de la hcs a 1 μg/planta es realitzen proves d’hipòtesi per comprovar amb un 

95% de seguretat si la mitjana d’un experiment és igual a la mitjana de totes les dades. A la 
Figura 183 es mostra les mitjanes de cada experiment amb el seu error estàndard, sobre 
mitjana de totes les dades (línea horitzontal granat). En vermell es marquen els punts on la 
mitjana de l’experiment no coincideix amb la mitjana global.  
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Figura 183: Resultats de la hcs a 1 μg/planta: Resposta mitjana i el seu error estàndard 
segons bioassaig situats sobre la mitjana global. 

 
S’observa com en 8 dels 68 experiments, les dos mitjanes no són iguals. A cadascun 

d’ells es fa una anàlisi detallada de les respostes. A mode d’exemple es mostra l’anàlisi fet 
sobre COMB-34. En l’assaig es van estudiar 2 BRs a 3 dosis diferents: hbl a 10−3, 5·10−4 i 
10−4 μg/planta i S_hbl a 10−1, 10−2 i 10−3 μg/planta. Es representa la situació d’aquests 
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punts dins de la corba dosi-resposta considerant les respostes mitjanes de cada experiment 
(Figura 184). Al contrari que passa amb la hcs a 1 μg/planta les 6 respostes restants no són ni 
superiors ni qualitativament diferents en relació amb els altres punts de les respectives 
corbes. 

 

 
Figura 184: Respostes del bioassaig COMB-34 (en vermell). 

 
El mateix passa amb la resta d’experiments conflictius, excepte el COMB-61. En aquest 

experiment la resposta de la hcs a 1 μg/planta és la més alta dels 68 bioassajos (142º) i es 
van estudiar 2 BRs a diferents dosis: bl a 5·10−6 i cs a 1, 10−1, 10−2, 10−3 i 5·10−5 μg/planta 
(Figura 185). Igual que passa amb la hcs a 1 μg/planta les 6 respostes d’aquest assaig són les 
més altes en la seva dosi i en alguns casos són molt diferents al valor habitual. 

 

 
Figura 185: Respostes del bioassaig COMB-61 (en vermell) per la bl i la cs. 

 
Per tant, en la majoria d’assajos conflictius, el fet que la hcs a 1 μg/planta doni una 

resposta mitjana diferent a la mitjana global es deu a la pròpia dispersió del creixement de 
les plantes (factors intrínsecs). Només en un assaig (COMB-61) la presència d’algun factor 
extrínsec ha afectat al conjunt del bioassaig fent que les respostes siguin més elevades del 
que és habitual. Aquest factor només ha afectat a aquest experiment ja que en els dos 
assajos veïns (COMB-60 i COMB-62) la resposta de la hcs a 1 μg/planta presenta els valors 
habituals (Figura 183). 

 
 

4.2. Reducció de punts experimentals. 
 

a) Influència en un bioassaig. 
 
En tot experiment es suprimeixen els valors extrems (màxim i mínim) assumint que són 

els que més error poden tenir. No obstant s’ha vist que a nivell d’un experiment, suprimir 
els extrems no sempre és eficaç. A mode d’exemple, en la Figura 186 es mostren els 
resultats de la bl a 0,001 μg/planta en l’experiment COMB-58. S’observa com el primer 
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punt sembla estar dins de la tendència mentre que els dos últims punts s’allunyen bastant. 
Si es suprimeixen els extrems s’elimina un punt que no és erroni, i dels dos punts erronis 
només se n’elimina un. S’observa com la mitjana suprimint els dos últims punts és molt més 
precisa que la mitjana amb tots els punts i la mitjana suprimint els punts extrems. 

 

 
Figura 186: Resultats de la bl a 0,001 μg/planta en l’experiment COMB-58. 

 
 

b) Influència en múltiples bioassajos. 
 
A nivell general s’estudia l’efecte sobre la hcs a 1 μg/planta. A continuació es mostren la 

distribucions considerant les 680 respostes individuals (Figura 187a) i les 544 respostes 
individuals havent suprimint de cada experiment els valors màxim i mínim (Figura 187b). 
Com era d’esperar, en suprimir els punts extrems de cada experiment la distribució es fa 
més estreta. Destacar, que no hi ha diferències significatives en el valor promig de les dos 
distribucions (de 98,5 ±1,0 es passa a 99,1 ±0,8). 

 

 
((aa))              ((bb))  

Figura 187: Gràfics de la distribució de les respostes de la hcs a 1 μg/planta. 
 

c) Nova proposta de reducció de punts experimentals. 
 
La reducció de dades basada en la supressió del màxim i mínim no s’ha mostrat eficaç ja 

que el marge de respostes continua sent molt ampli, des de 18º fins a 163º. Per evitar 
aquesta situació es pot fer servir un tractament en el qual es suprimeixin les respostes més 
allunyades de la mitjana. El marge de respostes queda establert mitjançant el límit de 
confiança de la mitjana. 

bl a 0,001 μg/planta (COMB-58)

0

30

60

90

120

150

180

0 3 6 9 12

planta

R
es

po
st

a

 
ixi sx ±  is  

tots els punts 103,5 ±6,6 20,7 
menys extrems 100,9 ±5,5 15,4 
menys 2 últims 94,1 ±2,4 6,9 

hcs 1 μg/planta

0,00

0,04

0,08

0,12

0,16

0,20

 0
 - 

5 
 5

 - 
10

 
 1

0 
- 1

5 
 1

5 
- 2

0 
 2

0 
- 2

5 
 2

5 
- 3

0 
 3

0 
- 3

5 
 3

5 
- 4

0 
 4

0 
- 4

5 
 4

5 
- 5

0 
 5

0 
- 5

5 
 5

5 
- 6

0 
 6

0 
- 6

5 
 6

5 
- 7

0 
 7

0 
- 7

5 
 7

5 
- 8

0 
 8

0 
- 8

5 
 8

5 
- 9

0 
 9

0 
- 9

5 
 9

5 
- 1

00
 

 1
00

 - 
10

5 
 1

05
 - 

11
0 

 1
10

 - 
11

5 
 1

15
 - 

12
0 

 1
20

 - 
12

5 
 1

25
 - 

13
0 

 1
30

 - 
13

5 
 1

35
 - 

14
0 

 1
40

 - 
14

5 
 1

45
 - 

15
0 

 1
50

 - 
15

5 
 1

55
 - 

16
0 

 1
60

 - 
16

5 
 1

65
 - 

17
0 

 1
70

 - 
17

5 
 1

75
 - 

18
0 

Respostes individuals (menys extrems)

Fr
eq

üè
nc

ia

hcs 1 μg/planta

0,00

0,04

0,08

0,12

0,16

0,20

 0
 - 

5 
 5

 - 
10

 
 1

0 
- 1

5 
 1

5 
- 2

0 
 2

0 
- 2

5 
 2

5 
- 3

0 
 3

0 
- 3

5 
 3

5 
- 4

0 
 4

0 
- 4

5 
 4

5 
- 5

0 
 5

0 
- 5

5 
 5

5 
- 6

0 
 6

0 
- 6

5 
 6

5 
- 7

0 
 7

0 
- 7

5 
 7

5 
- 8

0 
 8

0 
- 8

5 
 8

5 
- 9

0 
 9

0 
- 9

5 
 9

5 
- 1

00
 

 1
00

 - 
10

5 
 1

05
 - 

11
0 

 1
10

 - 
11

5 
 1

15
 - 

12
0 

 1
20

 - 
12

5 
 1

25
 - 

13
0 

 1
30

 - 
13

5 
 1

35
 - 

14
0 

 1
40

 - 
14

5 
 1

45
 - 

15
0 

 1
50

 - 
15

5 
 1

55
 - 

16
0 

 1
60

 - 
16

5 
 1

65
 - 

17
0 

 1
70

 - 
17

5 
 1

75
 - 

18
0 

Respostes individuals

Fr
eq

üè
nc

ia

9988,,55  ±±  11,,00  ((ssii==2266,,55)) 9999,,11  ±±  00,,88  ((ssii==1199,,44))



Discussió de Resultats: Activitat 

- 207 / 249 - 

En el cas dels BRs aquesta reducció es realitza considerant tots els punts indepen-
dentment de l’experiment, suprimint els valors d’angle que quedin fora dels marges 
establerts pel límit de confiança de la mitjana amb un grau de seguretat del 95% (L.C. 95%), 
i repetint el procés fins que tots els valors estan dins del límit de confiança. A continuació es 
mostren la distribucions considerant respostes individuals (Figura 188a) i respostes un cop 
suprimits els valors que queden fora del límit de confiança (Figura 188b).  

Aplicant aquesta reducció de dades, s’han assajat 488 plantes les respostes de les quals 
van des de 76º fins a 120º. Com era d’esperar, la distribució encara es fa més estreta. 
Destacar que un cop més no hi ha diferències significatives en el valor promig de les dos 
distribucions (de 98,5 ±1,0 es passa a 98,0 ±0,5). 

 

 
((aa))              ((bb))  

Figura 188: Gràfics de la distribució de les respostes de la hcs a 1 μg/planta. 
 
Segons el bioassaig, hi ha una gran diversitat de casos (Figura 189): 

• Experiments on s’han suprimit els dos punts extrems (cas de COMB-73). 
• Experiments on s’han suprimit un o més punts només d’un extrem (cas de COMB46 per 

al mínim i COMB-48 per al màxim) 
• Experiments on s’ha suprimit diversos punts dels extrems (cas de COMB-01) 
• Experiments on no s’ha suprimit cap punt (cas de COMB-09). 

Aquest tractament pot ajudar a identificar experiments erronis. Hi ha 6 experiments on 
la reducció de punts és superior al 50%. Tres d’ells es degut a una elevada dispersió de les 
dades (COMB-01, COMB-18 i COMB-62) mentre que els altres tres es degut a que les 
dades tendeixen a l’alça (COMB-24, COMB-54 i COMB-61). Especialment significatiu és el 
cas de COMB-61 on 6 dels 7 punts han estat suprimits.  

Quantitativament, la reducció de punts experimentals comporta una disminució de 
l’error tan de la mitjana global i com de la mitjana de cada experiment. Per tant, quan es 
realitzen les proves d’hipòtesi per comprovar amb un 95% de seguretat si la mitjana d’un 
experiment és igual a la mitjana de totes les dades s’obtenen més experiments conflictius 
(Figura 190). Només pel fet de suprimir els punts extrems de cada experiment es passa de 8 
a 22 assajos conflictius. Suprimint els punts que estan fora del L.C. 95% es passa de 8 a 11 
assajos conflictius. No obstant, en aquest cas els experiments COMB-25 i COMB-34 deixen 
de ser conflictius.  
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Figura 189: Gràfics de les respostes individuals distribuïdes segons els bioassaig. En 
vermell es marquen els punts suprimits. 

 

 
Figura 190: Resposta mitjana amb el seu error estàndard de la hcs a 1 μg/planta segons 
bioassaig situats sobre la mitjana global. 

 
Com s’ha realitzat anteriorment, s’analitzen els experiments conflictius representant les 

respostes mitjanes dels altres BRs estudiats dins de la seva corba dosi-resposta. Només a 
l’experiment COMB-61 els valors de tots els punts són superiors als habituals. En la resta els 
valors no són pas ni superiors ni qualitativament diferents en relació amb els altres punts de 
la corba.  

 
d) Influència de la reducció de punts experimentals en la corba dosi-resposta. 

 
Per estudiar l’efecte de la reducció de punts experimentals sobre la corba i el valor 
d’activitat es superposen les corbes dosi-resposta. A mode d’exemple, a la Figura 191 es 
mostra la superposició en el cas de la bl. 
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Figura 191: Superposició de les corbes dosi-resposta considerant totes les dades (en 
verd), suprimint els punts extrems (en granat) i suprimint els punts que es surten del 
L.C. 95% (en blau). 

 
Suprimir els punts extrems (màxim i mínim) de cada bioassaig no comporta una variació 

significativa de la corba. En conseqüència no hi ha diferències en el valor d’activitat (de 
3,84 ±0,09 es passa a 3,86 ±0,08). 

En canvi suprimir el punts que queden fora del L.C. 95% si que modifica 
significativament la corba. En concret el pendent de la zona central és més acusat. Això és 
degut a que la supressió de punts afecta de forma diferent segons la zona de la corba 
(Figura 192): 

• En el màxim es suprimeixen punts que estan tan per sobre com per sota de la 
mitjana amb la qual cosa gairebé no es modifica el seu valor (Figura 192a). 

• En la zona de transició entre el màxim i la zona central, la reducció de punts 
afecta principalment als punts amb valors baixos amb la qual cosa el valor de la 
mitjana augmenta significativament (Figura 192b). 

• En la zona central, la dispersió de les dades és molt gran i no es suprimeix cap 
punt (Figura 192c). 

• En la zona de transició entre el mínim i la zona central, la reducció de punts 
afecta principalment als punts amb valors elevats amb la qual cosa el valor de la 
mitjana disminueix significativament (Figura 192d). 

• En el mínim, es suprimeix algun valor elevat que redueix lleugerament el valor 
de la mitjana (Figura 192e). 

 
Igual que en el cas anterior, suprimir els punts que queden fora del L.C. 95% no 

modifica significativament el valor d’activitat (de 3,84 ±0,09 es passa a 3,95 ±0,06). No 
obstant, l’error disminueix com a conseqüència que el pendent en la zona central és més 
acusat. 
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Figura 192: Efecte de la supressió dels punts que es surten del L.C. 95% (en vermell) en 
diferents parts de la corba dosi-resposta. 

 
Resumint, la reducció de punts experimentals comporta un augment del nombre 

d’experiments susceptibles de ser considerats erronis i no afecta al valor d’activitat. Per tant, 
es pot afirmar que aquest tractament no és necessari. 

 
 

4.3. Rectificació de les dades. 
 
Sovint es tendeix a oblidar que les dades estan rectificades i s’associa la resposta final a 

un angle real. Això crea certa confusió quan per efecte de restar el control la resposta és 
negativa, ja que la tendència és a pensar en un angle negatiu el qual traslladat a la planta és 
fisiològicament impossible. Per estudiar l’efecte de la rectificació es superposen les corbes 
dosi-resposta amb les dades rectificades i sense rectificar.  

A mode d’exemple, la Figura 193 mostra el resultat de la superposició en el cas de la bl. 
S’observa que rectificar les dades comporta únicament un desplaçament cap avall de la 
corba. El valor d’activitat, expressat com –log(dosi50%), es manté inalterat (de 3,84 ±0,09 es 
passa a 3,85 ±0,08).  

Tradicionalment, l’equip ha fet servir com a valor d’activitat el −log(dosi45º). Aquest valor 
porta implícit la rectificació de les dades. Si no es rectifiquen, l’equivalent a 45º són 55º. 
Entre els valors d’activitat expressats com a −log(dosi45º) o com a −log(dosi55º) tampoc hi ha 
diferències significatives (de 3,91 ±0,12 es passa a 4,02 ±0,13). 

Resumint, la rectificació de les dades comporta un desplaçament cap avall de la corba 
que no afecta al valor d’activitat. Per tant, es pot afirmar que aquest tractament tampoc és 
necessari. 
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Figura 193: Superposició de les corbes dosi-activitat rectificant les dades (en vermell) i 
sense rectificar (en verd). 

 
 

4.4. Resposta experimental. 
 

a) Mitjana de totes les respostes individuals vs. mitjana dels experiments. 
 
Tradicionalment, la resposta experimental resultant ( pxeα ) s’obté com la mitjana de les 

respostes de cada experiment ( iα ). No obstant, s’ha demostrat la gran utilitat de considerar 
totes les respostes individuals independentment del bioassaig que provenen. Per tant, una 
altre manera de calcular la resposta experimental és a través de la mitjana de totes les 
respostes individuals independentment del bioassaig. 

A nivell general s’estudia l’efecte sobre la hcs a 1 μg/planta. A continuació es mostren la 
distribucions de les respostes de la hcs a 1 μg/planta considerant les 680 respostes 
individuals independentment de l’experiment (Figura 194a) i les 68 respostes mitjanes de 
cada experiment (Figura 194b). Un cop més, no hi ha diferències significatives en el valor 
promig de les dos distribucions (de 98,5 ±1,0 es passa a 98,9 ±1,5). No obstant, l’error 
augmenta en considerar les respostes mitjanes de cada experiment (de ±1,0 es passa a 
±1,5). 

 

 
((aa))              ((bb))  

Figura 194: Gràfics de la distribució de les respostes de la hcs a 1 μg/planta. 
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Per estudiar l’efecte del càlcul de la resposta experimental sobre la corba i el valor 
d’activitat es superposen les corbes dosi-resposta. A mode d’exemple, a la Figura 195 es 
mostra la superposició en el cas de la bl. El càlcul de la resposta experimental no comporta 
una variació de la corba i no hi ha diferències significatives en el valor d’activitat (de 3,84 
±0,09 es passa a 3,97 ±0,13). No obstant, l’error torna a augmentar en considerar les 
respostes mitjanes de cada experiment (de ±0,09 es passa a ±0,13). 

 

 
Figura 195: Superposició de les corbes dosi-resposta considerant els punts 
independents de l’assaig (en verd) i dependents de l’assaig (en vermell). 

 
b) Mitjana dels experiments vs. experiments indviduals. 

 
A llarg d’aquest capítol, també s’ha demostrat la utilitat de considerar el conjunt de 

respostes de cadascun dels experiments individualment, i no només la resposta mitjana dels 
experiments. 

A mode d’exemple, a la Figura 196 es mostra la superposició en el cas de la 
homobrassinolida (hbl). S’observen diferències entre les dos corbes, però aquestes només 
afecten als extrems i de forma simètrica (el màxim és 9º superior i el mínim 9º inferior). 
Aquesta diferència s’atribueix a un desequilibri en el nombre de repeticions dels punts 
segons la zona de la corba. Mentre en el màxim i el mínim els punts estan molt espaiats i 
s’han fet una o dos repeticions, en la zona central els punts estan poc espaiats i s’han 
realitzat entre 4 i 5 repeticions. Un cop més no hi ha cap diferència significativa en el valor 
d’activitat (de 3,29 ±0,17 es passa a 3,26 ±0,34). No obstant, l’error augmenta degut al 
desequilibri en el nombre de repeticions. 

 

 
Figura 196: Superposició de les corbes dosi-resposta considerant la mitjana dels 
experiments (en granat) i els experiments individuals (en verd). S’ha considerat un 
experiment erroni (en vermell). 

 
Resumint, la forma de calcular la resposta experimental no afecta al valor d’activitat.  
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4.5. Factors extrínsecs. Corbes dosi-resposta de la brassinolida i la castasterona. 
 
En el tema de relacions estructura-activitat s’ha comentat que durant la tesi l’equip ha 

revisat les activitats de la brassinolida i la castasterona. Les corbes dosi-resposta inicials 
corresponen al 1998,90 mentre la revisió de la brassinolida (bl) correspon al 2002,205 i la de 
la castasterona (cs) al 2004.207  

Les primeres divergències en els resultats experimentals de la brassinolida es van detectar 
al 2000 mentre es posava a punt una modificació del bioassaig per estudiar tan l’efecte 
sinergètic com l’efecte inhibidor. 

• L’efecte sinergètic dels BRs amb les auxines està àmpliament descrit en la 
bibliografia.54,71,208,209 Aprofitant aquesta sinergia es va estudiar la possibilitat 
d’utilitzar-la per tal d’augmentar la sensibilitat del bioassaig. Un test sensibilitzat 
permetria determinar si els BRs amb una resposta baixa a 1 μg/planta són realment 
inactius o la seva resposta es veu limitada per la impossibilitat d’aplicar dosis 
superiors.  

• L’efecte inhibidor dels BRs amb diversos compostos ha estat descrit, però no s’ha 
estudiat sistemàticament. Un test que pogués estudiar aquest efecte, permetria 
determinar si els anàlegs BRs amb resposta nul·la a 1 μg/planta són inactius “per se” 
o són inactius perquè presenten un efecte inhibidor. 

 Un dels punts d’aquests treballs va consistir en determinar la dosi idònia a la qual la 
brassinolida devia ser coaplicada, ja fóra amb una auxina o amb un potencial inhibidor. Es 
van assajar les concentracions de 5·10−1, 10−3, 10−4 i 10−5 μg/planta (Taula 20). Les 
respostes obtingudes van resultar ser inferiors a les del 1998. De fet, es va observar una 
dràstica reducció a 10−4 i a 10−5 μg/planta. Com l’objectiu era l’estudi de l’efecte sinergètic 
i l’efecte inhibidor i no pas la resposta de la brassinolida, no va ser fins al 2002 que no es va 
realitzar novament la corba dosi-resposta. 

 
Concentració 0,5 μg/planta 10−3 μg/planta 10−4 μg/planta 10−5 μg/planta 

bl – 1998 - 94º 68º 47º 
bl – 2000 95º 79º 10º 7º 

Taula 20: Respostes de la bl a diverses concentracions en els estudis de sinergisme i 
inhibició del 2000. Comparació amb els resultats del 1998. 

 
En la revisió de la corba de la brassinolida (Figura 197a) s’observa: 
• La corba del 1998 presenta una amplada menor que la del 2002. La diferència entre 

el màxim i el mínim és de 87º al 1998 i de 105º al 2002. 
• Les dos corbes comencen a decaure simultàniament entre els punts −2 i −3. No 

obstant, la corba del 1998 decau més suaument que la del 2002. 
• En la corba del 1998 l’activitat expressada com a −log(dosi50%), és de 4,73. En la 

corba del 2002 és de 3,84. Això suposa una diferència de 0,98 unitats de logaritme. 
Un cop revisada l’activitat de la brassinolida, resulta que l’activitat de la castasterona 

(−log(dosi50%)=4,01) és superior a la de la brassinolida (−log(dosi50%)=3,84). Aquest fet és 
contradictori amb la realitat dels BRs naturals. La castasterona és el precursor biogenètic de 
la brassinolida i, per tant, és menys activa. El 2004 es va decidir revisar la corba de la 
castasterona. 

En la revisió de la corba de la castasterona (Figura 197b) s’observa: 
• La corba del 1998 presenta una amplada menor que la del 2002. La diferència entre 

el màxim i el mínim és de 93º al 1998 i de 100º al 2004. 
• Les dos corbes comencen a decaure simultàniament entre els punts −1 i −2. No 

obstant, la corba del 1998 decau més suaument que la del 2004. 
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• En la corba del 1998 l’activitat expressada com a −log(dosi50%), és de 4,01. En la 
corba del 2002 és de 3,27. Això suposa una diferència de 0,74 unitats de logaritme. 

 

 
((aa))          ((bb)) 

Figura 197: Superposició de les corbes dosi-resposta de: (a) la brassinolida i (b) la castasterona. 
Les corbes del 1998 es representen en granat i les revisions del 2002 i el 2004 en verd. 
 
Donada l’especial incidència que té la variació del valor d’activitat en els estudis de 

QSAR, es decideix revisar exhaustivament cadascun dels experiments per tal de trobar una 
explicació. 

 
El fet més destacable de les corbes de la brassinolida i la castasterona del 1998 és que les 

dos decauen suaument. El seus pendents (K) són de 1,0 i 1,2 respectivament. Les corbes de 
la resta de BRs naturals decauen de forma més abrupte. Els pendents són superiors a 1,8, 
sent 2,1 el valor més freqüent. 

Si s’afirma que els pendents de les corbes del 1998 són inusualment suaus, les activitats 
haurien de ser inusualment elevades.  

L’equip sempre s’ha mostrat sorprès de la discontinuïtat en els salts d’activitats que es 
produeixen en variar el reste alquílic en C24 i la seva configuració.90,97 Quan intervenen la 
brassinolida i la castasterona, els salts d’activitat són molt grans en comparació als salts on 
no intervenen (Figura 198): 

• El salt entre la cadena tipus homo (reste 24S-etil) i la cadena tipus bl (reste 24S-metil) 
és més del triple que el salt entre la cadena tipus epi (reste 24R-metil) i la cadena 
tipus homo (reste 24S-etil). 

• La diferència entre lactona i cetona augmenta progressivament en passar de la 
cadena tipus epi (reste 24R-metil) a la cadena tipus homo (reste 24S-etil) i a la 
cadena tipus bl (reste 24S-metil). No obstant, l’augment en passar de la cadena tipus 
homo a la cadena tipus bl és gairebé el doble que per passar de la cadena tipus epi a 
la cadena tipus homo. 

 

 
Figura 198: Salts d’activitat del 1998 que es produeixen en variar el reste alquílic en 
C24 i la seva configuració i la seva relació entre lactones i cetones. 
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El fet que les diferències estructurals siguin escasses (un 5% de la molècula), combinat 
amb les discontinuïtats dels salts d’activitat van fer que els primers models QSAR no fossin 
capaços d’explicar la brassinolida. Posteriorment, en refinar els models es va ser capaç 
d’explicar tan la brassinolida com la castasterona. No obstant, la correlació tendia a estar 
molt influenciada per aquests dos compostos.95,210 

Per tant, tan la discontinuïtat en els salts d’activitat com la dificultat d’establir una 
correlació estructura-activitat evidencien que les activitats del 1998 de la brassinolida i la 
castasterona són inusualment elevades. 

A les revisions del 2002/2004, els pendents de la brassinolida i la castasterona 
adquireixen els valors habituals, sent de 2,1 i 1,9 respectivament. Sempre i quan les corbes 
del 1998 i del 2002/2004 comencin a decaure simultàniament, com és el cas (Figura 197), 
un pendent major comporta una activitat menor. La variació experimental del valor de X50% 
associada al canvi del pendent, coincideix força amb la variació teòrica. Per la brassinolida 
(K1998=1,0, K2002=2,1) la variació teòrica de X50% és de 1,05 unitats i experimentalment és 
de 0,98. Per la castasterona (K1998=1,2, K2002=1,9), la variació teòrica és de 0,80 unitats i 
experimentalment és de 0,74. 

Els salts d’activitat entre cadenes laterals tipus són del mateix ordre de magnitud (Figura 
199). L’augment en la diferència d’activitats entre lactona i cetona és progressiu i es deu a 
que el salt d’activitat en passar d’una cadena lateral a l’altre és 0,10 unitats superior en les 
lactones que en les cetones. 

 

 
Figura 199: Salts d’activitat del 2002/2004 que es produeixen en variar el reste alquílic 
en C24 i la seva configuració i la seva relació entre lactones i cetones. 

 
Per tant, els valors d’activitat de la brassinolida del 2002 i la castasterona del 2004 estan 

en consonància amb els valors d’activitat de la resta de BRs i són els que, actualment, 
l’equip accepta. 

 
Per entendre el pendent inusualment suau de la brassinolida i la castasterona del 1998 

es visualitzen les corbes dosi-resposta representant els resultats de cada experiment enlloc 
de la seva mitjana. A la Figura 200 es mostren el resultat per la brassinolida del 1998 i el 
2002. Els experiments que es van considerar erronis s’indiquen en un color més suau.  

S’observa com en la part intermèdia-baixa de la corba del 1998 (Figura 200a, punts 
inferiors a −4) hi ha una gran dispersió dels resultats que contrasta amb les de la resta de la 
corba. Per exemple, a 5·10−6 μg/planta les respostes van des de 14º fins a 85º (Δ=71º) sent 
el valor promig de 44º. En canvi, en la corba del 2002, les respostes en punts inferiors a −4 
(Figura 200b) són menors que les de 1998, però la seva dispersió es bastant homogènia 
amb la de la resta de la corba. Posant com a exemple la mateixa concentració, a 
5·10−6 μg/planta les respostes van des de 15º fins a 49º (Δ=34º) sent el valor promig de 
27º. 
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((aa))          ((bb)) 

Figura 200: Corbes dosi-resposta de la brassinolida (a) del 1998 i (b) del 2002 sobre 
les respostes individuals de cada experiment, indicant en un color més suau les que es 
van considerar errònies. 

 
En la castasterona (Figura 201), la comparació de la dispersió de respostes al llarg de la 

corba del 1998 es veu molt afectada per l’assaig COMB-61 (Figura 185 , pàgina 205) i pel 
fet que es van fer menys repeticions de cada punt. No obstant, s’observa una tendència 
similar a de la brassinolida. Per exemple, a 5·10−5 μg/planta les respostes del 1998 van des 
de 36º fins a 68º (Δ=32º) sent el valor promig de 52º, mentre que al 2004 van des de 10º 
a 17º (Δ=7º) sent el valor promig de 14º. 

 

 
((aa))          ((bb)) 

Figura 201: Corbes dosi-resposta de la castasterona (a) del 1998 i (b) del 2004 sobre 
les respostes individuals de cada experiment, indicant en un color més suau les que es 
van considerar errònies. 

 
Resumint, a la zona intermèdia-baixa de les corbes del 1998 de la brassinolida i la 

castasterona s’observa una dispersió inusual de les dades, que provoca que la respostes 
promig siguin inusualment elevades, que provoca que el pendent sigui inusualment suau, 
que provoca que l’activitat sigui inusualment elevada. 

A continuació es fa un repàs dels diferents factors extrínsecs que poden haver influït de 
cara a fer que les dispersions de les respostes siguin diferents segons l’any i en conseqüència 
el valor promig, el pendent i l’activitat. 
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• Origen dels compostos. 
 

Exceptuant la brassinolida i la castasterona, la resta de BRs han estat sintetitzats a 
l’equip.80,81,83,98,99,106,211 Ambdós han estat adquirits a CIDtech Reseach Inc. (1200 Franklin 
Blvd., Cambridge, Ontario, Canada) l’any corresponent. Per tant, la bl del 1998 i la del 
2002 pertanyen a diferents stocks, i el mateix passa amb la cs del 1998 i la del 2004. A més 
a més, la seva puresa no ha pogut ser avaluada donada la petita quantitat adquirida per 
raons econòmiques. Al 1999, 10 mg de brassinolida van costar 275$.  

Per avaluar la influència de la presència de impureses sobre la corba dosi-resposta, es 
consideren dos casos segons si la impuresa afecta o no a la planta. 

Si la impuresa no té cap efecte en la planta, la disminució de la puresa equival a una 
disminució de la dosi aplicada en el bioassaig, la corba en tot el seu conjunt es desplaça cap 
dosis inferiors i el valor d’activitat disminueix. Fixant-se només en el valor d’activitat, podria 
pensar-se que els compostos del 2002/2004 presenten alguna impuresa mentre els del 
1998 són purs. Aquesta afirmació presenta tres contradiccions. La primera és que les corbes 
del 2002/2004 són més coherents amb les de la resta de BRs naturals que no pas les del 
1998. La segona és que, per exemple, si en un cas extrem la puresa fóra del 50%, la 
reducció de l’activitat només seria de 0,3 unitats. En canvi, la reducció observada per la 
brassinolida és de 0,89 unitats i per la castasterona de 0,74 unitats. La tercera és que les 
corbes del 1998 i del 2002/2004 haurien de ser paral·leles i no ho son. 

Si la impuresa afecta a la planta, és lògic pensar que els seu efecte serà menor que el de 
la brassinolida i la castasterona, ja que aquests són els dos compostos més actius. Podria 
donar-se el cas que la brassinolida estigues impurificada amb castasterona, ja que és el seu 
precursor sintètic. Aquest seria el cas on l’efecte seria màxim. Estudiant com varien les 
corbes en funció de la proporció dels dos compostos, s’observa que si la proporció de 
brassinolida és superior al 50%, l’activitat resultant no varia significativament, ja que la 
reducció de l’activitat associada a la disminució de la concentració es veu compensada per 
l’efecte additiu de la castasterona. Quan la proporció de brassinolida és inferior al 50% 
l’activitat comença a disminuir apreciablement i a mesura que la seva proporció disminueix, 
tan la corba com l’activitat resultants s’acosten a la de la castasterona. Per tant, havent vist 
el pitjor dels casos, es pot afirmar que una impuresa hauria de tenir una activitat 
considerable i estar present en quantitats elevades per observar la seva influència. Es a dir, 
la impuresa hauria de deixar de ser una impuresa. De no ser així, la corba del BR 
emmascararà la resposta de la impuresa. 

Per tant, d’acord amb el que s’ha explicat, ni l’origen dels compostos ni la seva puresa 
no justifiquen per si sols ni la diferència d’activitats entre els anys, ni la suposada 
sobreestimació de les respostes en la part inferior de la corbes del 1998. 

 
• Origen i/o envelliment de les llavors. 

 
Per evitar l’envelliment de les llavors d’arròs, cada any s’adquireixen noves llavors de la 

varietat Bahia a la Cambra Arrossera del Delta de l’Ebre tot just desprès de la collita. La 
qualitat de l’arròs pot variar d’un any a l’altre, ja que depèn de factors tan diversos com la 
climatologia, la qualitat de l’aigua del riu, l’ús de pesticides, etcètera. 

Podria pensar-se que les llavors del 1998 han estat més sensibles a l’acció dels BRs que 
les llavors del 2002 i el 2004. Aquesta major sensibilitat seria més acusada quan menor fóra 
la concentració de BR i podria explicar la suposada sobreestimació de les respostes en la 
part inferior de la corbes del 1998. No obstant, aquest efecte s’hauria hagut de detectar en 
les respostes intermèdies-baixa d’altres BRs estudiats el 1998 donant pendents suaus, i no 
ha estat així, afectant només a la brassinolida i la castasterona.90 A més a més, si aquest 
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efecte fóra realment important, també s’hauria hagut de detectar en la variació de les 
respostes d’un bioassaig a l’altre en fer el canvi de les llavors i no ha estat així.212 

Si be, l’origen de les llavors podria explicar la suposada sobreestimació de les respostes 
en la part inferior de les corbes del 1998, sembla incoherent que només s’hagués observat 
en la brassinolida i la castasterona i que l’efecte hagués estat tan important com per 
provocar una variació de l’activitat de 0,98 i 0,74 unitats de logaritme, respectivament. 

 
• Aplicació de la dosi correcte. 

 
Els estudis per posar a punt el protocol del bioassaig van demostrar que l’efecte dels 

errors en la pesada, dilució, pressa de mostra, injecció i/o variació de la concentració per 
evaporació del dissolvent afecten poc a la resposta experimental.90  

 
• Experimentador. 

 
Cadascun dels estudis l’ha realitzat un experimentador diferent. No obstant, des de que 

un nou experimentador s’inicia en el protocol del bioassaig fins que els seus resultats 
començen a considerar-se vàlids, hi ha un procés d’aprenentatge que dura entre un i dos 
mesos. Exceptuant casos puntuals, en els treballs realitzats en paral·lel per diversos 
experimentadors no s’han detectat variacions significatives de les respostes.212 

 
• Factors indeterminats. 

 
Per intentar veure si hi ha algun factor indeterminat que pugui explicar la suposada 

sobreestimació de les respostes en la part inferior de la corbes del 1998, s’estudien els 
bioassajos en que es van realitzar les corbes de la brassinolida i la castasterona. 

Primer s’estudia si hi ha alguna tendència en la seqüència de les respostes a una dosi 
concreta. Per exemple, la seqüència de les respostes de la brassinolida a 10−5 μg/planta 
consta de cinc repeticions (pàgines 202−203), obtenint-se consecutivament una resposta 
baixa (26º), una elevada (72º), una altre baixa (21º), una altre elevada (63º) i finalment una 
intermèdia-alta (51º). Igual que en aquest exemple, a la resta de dosis no s’observa cap 
tendència en la seqüència de les respostes. 

Després s’estudia les respostes segons el bioassaig. S’ha detectat un assaig erroni 
(COMB-61), un assaig on les respostes de la zona intermèdia baixa tendeixen a estar 
sobreestimades (COMB-60), i unes poques respostes aïllades que dins del bioassaig no 
segueixen la tendència sigmoïdal. La supressió d’aquestes respostes explicaria força bé la 
sobreestimació de les respostes de la castasterona (Figura 202b). No obstant, per la 
brassinolida encara queda dispersió per explicar (Figura 202a). 
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(a)     (b) 

Figura 202: Revisió de les corbes de (a) la brassinolida i (b) la castasterona indicant en 
vermell els punts que es consideren clarament erronis i en groc els punts de l’assaig 
COMB-60. La corba original del 1998 es marca en gris i la de la revisió en verd. 

 
 

• Conclusions. 
 
El valor d’activitat del 2002 de la brassinolida i el del 2004 de la castasterona són els que 

s’accepten com valors correctes, ja que tan les corbes com els propis valors d’activitat són 
més coherents amb els de la resta de BRs. 

L’activitat inusualment elevada del 1998 es deu a que el pendent de les corbes és 
inusualment suau ja que les respostes promig en la zona intermèdia-baixa són inusualment 
elevades alhora que presenten una dispersió molt gran.  

No s’ha trobat cap factor que per si sol justifiqui l’elevada dispersió de les respostes de la 
brassinolida i la castasterona en la zona intermèdia-baixa. 

 
 

5. Discussió de resultats. 
 

5.1. Error experimental i QSAR. 
 
Recordar que en el models QSAR els errors es donen mitjançant la desviació estàndard 

de l’error de càlcul (SDEC) i la desviació estàndard de l’error de predicció (SDEP). De forma 
anàloga es pot calcular la desviació estàndard de l’error experimental (SDEE, equació 21). 
En cap cas ni l’error de càlcul (SDEC) ni l’error de predicció (SDEP) poden ser inferiors a 
l’error experimental (SDEE). De ser-ho implicaria que el model és capaç de calcular i/o 
predir l’error experimental. En aquests casos es diu que el model ha estat sobreajustat 
(overfit). 

 

equació 21:  
j

j

i
i

n

error
SDEE

∑
=

2

 

 
 

bl  - 1998
(Revisió dels punts)

0

30

60

90

120

150

-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1

log(dosi)

an
gl

e

cs - 1998
(Revisió dels punts)

0

30

60

90

120

150

-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1

log(dosi)

an
gl

e



Discussió de Resultats: Activitat 

- 220 / 249 - 

5.2. Error experimental de la resposta a 1 μg/planta. 
 
La Taula 21 mostra la resposta i l’error experimental a 1 μg/planta dels BRs que 

inicialment formen part del model a 1 μg/planta. Els BRs estan organitzats en ordre 
decreixent segons la resposta. Aquesta s’ha calculat sense fer cap reducció de les dades, 
sense rectificar-les i calculant la mitjana de totes les respostes individuals.  

 
BRs 1 μg/planta*  BRs 1 μg/planta  BRs 1 μg/planta* 
bl 117,5 ±2,8  S_epibl 80,5 ±5,0  hcs_2b3b_5OH 39,6 ±4,1 

hbl_cis 107,3 ±4,6  epics 80,3 ±8,8  S_epics_2n3b_5OH 34,0 ±3,7 
cs 106,1 ±2,1  hcs_6OHb 79,9 ±3,7  hcs_2n3Br_5OH 29,6 ±4,7 
hcs 101,0 ±3,8  hcs_2b3b 78,5 ±1,8  S_epics_2n3b_11OH 29,3 ±6,0 

epics_2n3b 101 ±N.D.  epics_2n3b_11OH 77,2 ±3,5  epics_2n3b_23n 24 ±N.D. 
hbl 99,0 ±4,6  hcs_2n3b 75,6 ±5,2  S_hcs_2CO3n 23,0 ±3,2 

epibl 95,2 ±4,0  hcs_2n3n 75,5 ±4,7  S_hcs_22n 22 ±N.D. 
hcs_2CO3n 93,2 ±2,6  epics_2n3n 74,2 ±5,2  S_epics_11OH 20,4 ±5,0 
S_hcs_23n 93 ±N.D.  epibl_11OH 72,5 ±4,9  S_hcs_2n3Br 15,9 ±3,2 
hcs_2n3a 90,0 ±3,4  hcs_eter 70,1 ±4,6  S_epics_2b3b 10,3 ±2,7 

epics_11OH 87,3 ±4,2  epics_2b3b 67,6 ±5,7  S_hcs_2n3b_5OH 9,9 ±1,4 
S_hbl 85,8 ±5,2  S_epibl_11OH 66,1 ±4,4  S_hcs_2n3Br_5OH 8,8 ±1,5 

hcs_2a3n 85,0 ±4,2  hcs_6OHa 61,1 ±7,0  S_epics_2n3n 8,3 ±1,7 
hcs_cis 84,6 ±5,9  S_hcs_2a3n 59,9 ±4,8  epics_22n23n 7,8 ±1,8 
S_hcs 82,0 ±3,2  S_hcs_5OH 52,3 ±6,7  hbl_2n3n_22n23n 7,3 ±0,9 

hcs_5OH 81,5 ±5,5  hcs_2n3n_22n23n 46,3 ±5,3  epics_2n3b_22n 7 ±N.D. 
hcs_22n23n 81,4 ±5,7  hcs_2n3Br 45,8 ±6,0  S_hcs_eter 5,0 ±1,5 

S_epics 81,1 ±5,3  hbl_2b3b 42,9 ±6,8    
* N.D. Dades no disponibles. 

Taula 21: Resposta a 1 μg/planta i error experimental dels BRs presents en el model a 1 μg/planta.  
 
L’error experimental (SDEE) de les respostes a 1 μg/planta és de ±4,5º. 
 
Els errors de càlcul (SDEC) i de predicció (SDEP) del model a 1 μg/planta són de ±7,3º i 

±9,6º, respectivament. Tots dos errors són superiors a l’error experimental, el que indica 
que el model no està sobreajustat. No obstant, la diferència és petita, la qual cosa inclina a 
pensar que el model està força ben ajustat i no té gaire marge de millora. 

 
 

5.3. Error experimental de l’activitat (–log(dosi50%)). 
 
La Taula 22 mostra l’activitat expressada com –log(dosi50%) amb el seu error experimental 

dels BRs que formen part del model QSAR. Els BRs estan organitzats segons la cadena 
lateral tipus. L’activitat s’ha calculat sense fer cap reducció de les dades, sense rectificar-les i 
calculant la mitjana de totes les respostes individuals. 

 
L’error experimental (SDEE) de l’activitat expressada com –log(dosi50%) és de ±0,13, i 

com a –log(dosi55º) de ±0,21. 
 
El model HIP utilitza l’activitat expressada com –log(dosi50%). Els errors de càlcul (SDEC) i 

de predicció (SDEP) són de ±0,24 i ±0,52, respectivament. Tots dos errors són superiors a 
l’error experimental, el que indica que el model no està sobreajustat. No obstant, la 
diferència és suficientment gran com per afirmar que el model encara té estadísticament 
marge per millorar, sobretot en la predicció la qual presenta un error quatre cops superior a 
l’error experimental. 
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BRs –log(dosi50%) –log(dosi55º)  BRs –log(dosi50%) –log(dosi55º) 
bl 3,84 ±0,09 3,91 ±0,12  hbl 3,27 ±0,19 3,30 ±0,26 
cs 3,27 ±0,09 3,27 ±0,19  hbl_cis 2,37 ±0,10 2,40 ±0,13 

epibl 2,69 ±0,16 2,56 ±0,24  hcs 2,78 ±0,09 2,75 ±0,14 
epics 2,28 ±0,04 2,19 ±0,10  hcs_cis 1,52 ±0,10 1,41 ±0,14 

epics_2b3b 0,36 ±0,14 0,31 ±0,18  hcs_2n3a 2,06 ±0,10 1,86 ±0,17 
epics_2n3n 0,51 ±0,06 0,47 ±0,13  hcs_2n3b 1,69 ±0,16 1,34 ±0,30 

S_hbl 2,05 ±0,03 2,04 ±0,04  hcs_6OHa 1,74 ±0,22 1,43 ±0,38 
S_hcs 1,21 ±0,06 1,08 ±0,11  hcs_6OHb 1,69 ±0,11 1,55 ±0,16 

S_epibl 2,15 ±0,05 2,08 ±0,08  hcs_5OH 1,75 ±0,08 1,56 ±0,13 
S_epics 1,01 ±0,31 0,84 ±0,50  hcs_eter 0,66 ±0,10 0,48 ±0,16 

Taula 22: Activitat i error experimental dels BRs presents en els models QSAR. 
 
 

6. Conclusions. 
 
S’ha comprovat que els diversos tractaments estadístics realitzats per calcular l’activitat 

(reducció dels punts experimentals, rectificació de les dades i el càlcul de la resposta 
experimental) no afecten significativament al seu valor i, per tant, no són necessaris. Es a 
dir, s’està aplicant un tractament estadístic massa potent per al càlcul de l’activitat. 

S’ha determinat l’error experimental de la resposta a 1 μg/planta i de l’activitat 
expressada com a –log(dosi50%) i com a –log(dosi55º). Comparant-los amb els errors dels 
models, es pot afirmar que el model a 1 μg/planta està força ben ajustat i no té gaire marge 
de millora, i que el model QSAR pot millorar considerablement, sobretot en la 
predictibilitat. 

Relacionant el possible marge de millora del model QSAR amb les conclusions del 
capítol 3, es pot afirmar que amb el conjunt de BRs actual aquesta millora no sigui possible. 
Això és degut a les interaccions estructurals presents que fan que la predictibilitat variï en 
funció de l’estructura. Per tant, es torna a fer evident que per millorar el model cal 
augmentar racionalment el nombre de compostos de forma que el conjunt de BRs del 
model estigui estructuralment equilibrat. 
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Capítol 1: Androstans. 

 
• Els anàlegs androstànics presenten una elevada flexibilitat de la cadena lateral que 

dificulta l’estudi computacional. 
• És difícil assignar una conformació activa in silico als anàlegs BRs androstànics amb el 

grup funcional protegit. Hi ha diverses conformacions possibles, les quals presenten uns 
paràmetres numèrics molt similars. Cada conformació té una forma diferent d’explicar 
la manera d’actuar dels androstans sent coherent en alguns aspectes i incoherent en 
altres. 

 
 

Capítol 2: Conformació activa dels BRs. 
 

• La raó fonamental per a la qual s’han trobat tres de les quatre conformacions actives 
enlloc d’una sola es troba únicament en l’anàlisi conformacional dels BRs i no pas en els 
processos de selecció de la conformació activa. Ni l’anàlisi sistemàtic en forma d’arbre 
ni l’anàlisi aleatori amb SYBYL han estat exhaustius, la qual cosa ha provocat que la 
posterior selecció no parteixi d’una base de confórmers sòlida. 

• La conformació activa in silico és la conformació activa anomenada HIP.  
• Aquesta conformació explica tridimensionalment la complementarietat geomètrica i la 

complementarietat electrostàtica dels 22S,23S-BRs amb el receptor. 
• Els 22R,23R-BRs s’uneixen amb el receptor a través de la conformació més estable, 

mentre que els 22S,23S-BRs ho fan a través d’una conformació d’elevada energia. Per 
això els 22R,23R-BRs són més eficients i en conseqüència més actius que els 
22S,23S-BRs. 

 
 
Capítol 3: QSAR. 

 
• A través dels models, s’han detectat cinc interaccions estructurals en el conjunt de BRs 

que formen el “data set” que els afecten en major o menor grau. Aquestes interaccions 
són: 

1. Totes les lactones presenten el diol 2α,3α. 
2. Tots els 22S,23S-BRs presenten el diol 2α,3α. 
3. El 50% dels BRs amb cadena lateral tipus epi representen el 66% de les cetones 

sense cap funcionalitat en α en l’anell A. 
4. Tots els BRs amb modificacions estructurals en l’anell B presenten la cadena 

lateral tipus homo. 
5. Tots els BRs sense carbonil en l’anell B presenten el diol 2α,3α. 

• La interacció que té més influència és la primera i obliga a tractar els anells A i B de 
forma conjunta enlloc de fer-ho de forma separada. 

 
• El model a 1 μg/planta explica l’especificitat per substrat dels BRs, explicant els 

requeriments estructurals que fan que un BR sigui actiu o inactiu.  
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a) Els requisits estructurals per a que un BR sigui actiu (resposta elevada a 1 μg/planta) 
són: 
1. La presència simultània dels cinc grups funcionals polars degut a la seva 

contribució a la formació d’enllaços d’hidrogen. Per zones la seva influència és: 
o Diol 2α,3α. 
o Carbonil a l’anell B amb una major contribució del carbonil de la lactona. 
o Diol de la cadena lateral tan en configuració 22R,23R com 22S,23S. 

2. La presència d’hidrogen (absència de funcionalitat) en les posicions 3β i 5α 
degut a la seva contribució estèrica. 

3. La cadena lateral dels 22R,23R-BRs quantitativament per la seva contribució 
estèrica en la zona compresa entre l’anell C i el metil C21, qualitativament 
perquè la conformació activa es troba en el mínim absolut d’energia o en un 
mínim molt proper. 

b) Els requisits estructurals per a que un BR sigui inactiu (resposta baixa a 1 μg/planta) 
són: 
1. La presència d’hidrogen (absència de funcionalitat) en les posicions 2α i 3α 

degut a la seva contribució estèrica. 
2. L’absència de funcionalitat ja sigui amb configuració R o S (presència 

d’hidrogen) en C22 degut a la seva contribució estèrica. 
3. La cadena lateral dels 22S,23S-BRs quantitativament per la seva contribució 

estèrica en la zona compresa entre els anells B i D, qualitativament perquè la 
conformació activa es troba en el mínim d’elevada energia respecte del mínim 
absolut. 

c) Els requisits que són indiferents a l’activitat o inactivitat (resposta a 1 μg/planta) són: 
1. La presència d’hidroxils en 2β i/o 3β pel que respecta a la seva contribució a la 

formació d’enllaços d’hidrogen excepte en la zona comuna amb els hidroxils 2α 
i 3α. 

2. La presència d’un hidroxil en 5α pel que respecta a la seva contribució a la 
formació d’enllaços d’hidrogen. 

3. La presència d’un hidroxil en 11α tan pel que respecta a la seva contribució a la 
formació d’enllaços d’hidrogen com per la seva contribució estèrica. 

4. Les cadenes laterals més enllà de la distinció entre 22R,23R-BRs i 22S,23S-BRs. 
 
• El model a QSAR (Model HIP) explica l’afinitat per substrat dels BRs, explicant els 

requeriments estructurals que fan que un BR actiu sigui més o menys actiu (grau 
d’activitat).  
a) Els requisits estructurals per a que un BR actiu presenti una elevada activitat 

(−log(dosi50%)) són: 
1. Les 2α,3α-lactones degut a la seva contribució a la formació d’enllaços 

d’hidrogen, tenint en compte que l’anell B s’explica a través de la cadena 
lateral. 

2. La presència d’hidrogen (absència de funcionalitat) en 3β degut a la seva 
contribució estèrica. 

3. La cadena lateral dels 22R,23R-BRs quantitativament per la seva contribució 
estèrica en la zona compresa entre l’anell C i el metil C21, qualitativament 
perquè la conformació activa es troba en el mínim absolut d’energia o en un 
mínim molt proper. 

4. Presència d’un metil o etil amb configuració S (cadenes tipus bl i homo) degut a 
la seva contribució estèrica.  



Conclusions 

- 227 / 249 - 

b) Els requisits estructurals per a que un BR actiu presenti una baixa activitat 
(−log(dosi50%)) són: 
1. Les cetones sense grups funcionals en α de l’anell A degut a la contribució 

estèrica dels hidrògens en 2α i 3α (absència de funcionalitats) i en menor grau a 
la contribució estèrica del carbonil de l’anell B i a la contribució a la formació 
d’enllaços d’hidrogen del carbonil de l’anell B, tenint en compte que s’explica a 
través de la cadena lateral. 

2. Els BRs amb unió A/B cis i diol 2β,3β degut a la contribució a la formació 
d’enllaços d’hidrogen de l’hidroxil 2β.  

3. La cadena lateral dels 22S,23S-BRs quantitativament per la seva contribució 
estèrica en la zona compresa entre els anells B i D, qualitativament perquè la 
conformació activa es troba en el mínim d’elevada energia respecte del mínim 
absolut. 

4. Presència d’un metil amb configuració R (cadena tipus epi) degut a la seva 
contribució estèrica.  

c) Els requisits que són indiferents al grau d’activitat (−log(dosi50%)) són: 
1. La presència d’hidroxils en 2β i/o 3β pel que respecta a la seva contribució a la 

formació d’enllaços d’hidrogen excepte en la zona comuna amb l’hidroxil 3α i 
la zona intermèdia del diol. 

2. La presència d’un hidroxil en 5α pel que respecta a la seva contribució a la 
formació d’enllaços d’hidrogen, excepte en la zona comuna amb l’hidroxil 3α. 

3. Els BRs amb unió A/B cis degut a la contribució estèrica en la cara α.  
4. La presència d’un hidroxil en 6α o 6β pel que respecta a la seva contribució a la 

formació d’enllaços d’hidrogen, excepte en la zona comuna amb el carbonil en 
C6. 

 
 
Capítol 4: Activitat. 

 
• S’està aplicant un tractament estadístic massa potent per al càlcul de l’activitat ja que ni 

reducció dels punts experimentals, ni rectificació de les dades, ni el càlcul de la resposta 
experimental afecten significativament al seu valor. 

• S’ha determinat l’error experimental de la resposta a 1 μg/planta i de l’activitat 
expressada com a –log(dosi50%) i com a –log(dosi55º). Comparant-los amb els errors dels 
models, es pot afirmar que el model a 1 μg/planta està força ben ajustat i no té gaire 
marge de millora, i que el model QSAR pot millorar considerablement, sobretot en la 
predictibilitat.  

 
 
Conclusions finals. 

 
• Només amb els estudis computacionals basats en l’AAA, no és possible explicar de 

forma inequívoca l’activitat o inactivitat dels anàlegs BRs androstànics ja sigui amb el 
grup funcional lliure o protegit.  

• Els models QSAR estan esgotats. No se’ls pot extreure més informació, degut als 
desequilibris estructurals del conjunt de BRs que formen part del “data set”. 

• Com a plantejaments de futur, es proposen dos línees de recerca:  
a) La síntesi racional de BRs per tal d’equilibrar estructuralment els models. 
b) Abordar computacionalment l’estudi del receptor, el BRI1.213-219 
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1. Maquinari. 
 
1.1. Ordinadors Personals (PC). 
 
S’han treballat progressivament amb: 
 
• PC amb processador 486 a 33 MHz amb 32 Mb de RAM i 3 Gb de disc dur, sota un 

sistema operatiu Windows 95. 
• PC amb processador Pentium a 66 MHz amb 32 Mb de RAM i 4 Gb de disc dur, sota 

un sistema operatiu Windows 98. 
• PC HP Pavilion 8720 amb processador Intel Pentium III a 733 MHz amb 64 Mb de 

RAM i 15 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu Windows 2000. 
• PC HP omnibook xe4500 amb processador Intel Pentium 4 mobile a 1,60 GHz amb 

256 Mb de RAM i 28 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu Windows XP. 
 
També s’ha utilitzat: 
 
• PC HP Pavilion 7965 amb processador Intel Pentium 4 a 1,70 GHz amb 256 Mb de 

RAM i 60 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu Red Hat Linux 8.0. 
 
 
1.2. Estacions de treball (Workstations).  
 
S’han treballat progressivament amb: 
 
• Workstation INDIGO2 de Silicon Graphics, amb un processador R4000/IP22 a 100 

MHz amb 32 Mb de RAM i 4 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu UNIX (IRIX 6.2). 
• Workstation INDIGO2 de Silicon Graphics, amb un processador R10000/IP28 a 195 

MHz amb 256 Mb de RAM i 4 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu UNIX 
(inicialment IRIX 6.2, finalment IRIX 6.5). 

 
També s’ha utilitzat: 
 
• Workstation ORIGIN2 de Silicon Graphics, amb quatre processador R10000/IP27 a 180 

MHz amb 512 Mb de RAM i dos disc durs de 4 Gb cadascun, sota un sistema operatiu 
UNIX (inicialment IRIX 6.2, finalment IRIX 6.5). 

 
 
 
2. Programari. 
 
S’han fet servir diversos programes generals de modelització molecular: 
 
• Hyperchem:220 Programa general de modelització molecular desenvolupat per 

Hypercube Inc. Funciona en ordinadors personals (PC) sota un entorn de Windows. 
Incorpora les eines necessàries per a la simulació química i el càlcul i la visualització de 
propietats moleculars.  
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• Insight II:221 Programa general de modelització molecular i química computacional 
desenvolupat per Molecular Simulations Inc. (MSI) que el 2001 va passar a 
anomenar-se Accelrys Inc. Funciona en estacions de treball Silicon Graphics amb 
sistema operatiu UNIX. Funciona amb un sistema de mòduls que donen accés a les 
diverses eines de càlcul. El mòdul bàsic permet visualitzar, construir i manipular les 
molècules. Els altres mòduls utilitzats són:  

a) Discover: Incorpora un ampli rang de camps de forces per dur a terme 
minimitzacions, simulacions de dinàmica molecular i anàlisi conformacional. 

b) DeCipher: Permet l’anàlisi dels resultats de les simulacions de dinàmica 
molecular. 

c) Analysis: Analitza les característiques estructurals tan de molècules com de 
propietats atòmiques. Permet animar les trajectòries de les dinàmiques 
moleculars, visualitzar camps d’interacció molecular, etcètera.  

 
• SYBYL:222 Programa general de modelització molecular desenvolupat per Tripos Inc. 

Funciona en estacions de treball Silicon Graphics amb sistema operatiu UNIX. Incorpora 
les eines necessàries per a la modelització molecular que permeten construir 
estructures, optimitzar-les, comparar-les i visualitzar-les.  

 
• MOE (Molecular Operating Enviroment):223 Programa general de modelització molecular 

desenvolupat per Chemical Computing Group que funciona en diferents plataformes i 
sistemes operatius. En aquesta tesi s’ha treballat sota l’entorn Windows i Linux. 
Proporciona els instruments necessaris per dur a terme estudis de modelització 
molecular i química computacional. 

 
S’han utilitzat programes específics per realitzar tasques concretes: 
 
• GRID:224,225 Programa desenvolupat per P. Goodford i comercialitzat per Molecular 

Discovery Ltd. Es va començar amb la versió 17 que només funcionava amb UNIX i s’ha 
acabat amb la versió beta de GRID 22 que funciona amb Windows. Proporciona els 
instruments per calcular multitud de camps d’interacció molecular. Les primeres 
versions funcionaven amb una interfície de menús (Great), posteriorment van 
incorporar una interfície gràfica (Greater) i actualment incorporen un visualitzador 
(Gview). 

 
• MIPSIM (Molecular Interaction Potential SIMilarity analysis):226 Desenvolupat per el Grup 

de Recerca en Informàtica Biomèdica (GRIB) de l’Institut Municipal d'Investigació 
Mèdica (IMIM) de Barcelona adscrit a la Universitat Pompeu Fabra (UPF). Funciona tan 
en estacions de treball Silicon Graphics amb sistema operatiu UNIX, com en PC amb 
sistema operatiu Linux. És una eina computacional per a l’exploració automàtica de la 
similitud entre biomolècules basada en els camps d’interacció molecular. 

 
• GOLPE (Generating Optimal Linear PLS Estimations):227,228 Desenvolupat i distribuït per 

MIA S.r.l., només pot ser distribuït als usuaris de SYBYL amb una llicència valida dels 
mòduls QSAR i Advanced QSAR ja que CoMFA és una metodologia patentada per 
Tripos Inc. Funciona en estacions de treball Silicon Graphics amb sistema operatiu 
UNIX. Es va començar amb la versió 4.0 i s’ha acabat amb la 4.5. És una eina 
quimiomètrica per a construir, validar i interpretar models de 3D-QSAR. 
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• TSAR (Tools for Structure-Activity Relationships):229 Fulla de càlcul amb capacitat 
estadística i funcions de base de dades. Desenvolupat per Oxford Molecular Group el 
qual l’any 2001 es va integrar a Accelrys Inc. Funciona en estacions de treball Silicon 
Graphics amb sistema operatiu UNIX. Incorpora les eines necessàries per dur a terme 
estudis QSAR clàssic. El mòdul ASP permet realitzar alineaments moleculars. 

 
• Excel:230 Fulla de càlcul desenvolupada per Microsoft. Funciona en ordinadors personals 

amb sistema operatiu Windows. Proporciona eines eficaces que permeten analitzar, 
compartir i administrar grans conjunts de dades.  

 
 
 
3. Modelització Molecular. 
 
3.1. Construcció dels compostos. 
 
• Construcció de les molècules: S’ha fet indistintament amb Hyperchem, Insight II i MOE. 

Es construeixen a partir del BR més similar en la conformació activa d’interès, afegint i/o 
traient les funcionalitats necessàries. Posteriorment s’optimitza la geometria d’acord 
amb les opcions per defecte de cada programa. 

 
 
3.2. Anàlisi Conformacional. 
 
Dinàmica molecular (DM): 
 
• Simulació: Es realitza amb el mòdul Discover del programa Insight. Les condicions de la 

simulació són: simulació en aigua (dissolvent implícit, ε=80), pas de temps (2 fs), etapa 
de escalfament (5 ps), duració de la simulació (200 ps), camp de forces (CVFF), 
algorisme d’integració (Verlet-Leapfrog), conjunt canònic (NVT) i control de 
temperatura (escalat de velocitats a 300K o 900K). 

• Anàlisi dades: Mitjançant els mòduls Analysis i DeCipher, s’exporten les dades de la 
simulació a un fitxer de text. Es verifica la compatibilitat entre programes pel que fa al 
punt o la coma decimal i s’importa a Microsoft Excel. Mitjançant una macro creada a tal 
efecte, s’avalua la freqüència dels diferents valors per cada angle de torsió. 

• Construcció dels confórmers: Es realitza amb el programa SYBYL mitjançant una macro 
creada a tal efecte. Mitjançant la combinació dels valors més freqüents de cada angle 
de torsió es genera una base de dades amb tots els conformers. La mateixa macro 
optimitza l’energia dels conformers i crea un fitxer de text amb els resultats de 
l’optimització. Les condicions de l’optimització són: Camp de forces (MM94FF o 
TriposFF), cargues (Gasteiger-Marsili), algorisme d’optimització (gradient conjugat) i 
criteri de convergència (gradient < 0.001). 

 
 
Dinàmica molecular gestionada a través d’un procés de fusió simulada (DM-SA) : 
 
• Simulació: Es realitza amb el mòdul Discover del programa Insight. Les condicions de la 

simulació són: 
o Condicions de la fusió simulada: 500 iteracions per cada angle de torsió flexible, 

simulació en aigua (dissolvent implícit, ε=80) i camp de forces (CVFF). 
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o Condicions de la dinàmica molecular: esquelet esteroide rígid, pas de temps 
(1 fs), etapa de escalfament de 298K a 900K (500 fs), etapa de la simulació a 
900K (1.000 fs), etapa de refredament de 900K a 298K (100 fs), algorisme 
d’integració (Verlet), conjunt canònic (NVT) i control de temperatura (escalat de 
velocitats). 

o Condicions de l’optimització de l’energia: esquelet esteroide flexible, nombre 
màxim d’iteracions (300) i algorisme d’integració en tres passos amb criteri de 
convergència (gradient): a) Steepest Descent (gradient < 1000), b) Gradient 
Conjugat (gradient < 10) i c) Newton (bfgs, gradient < 0,001). 

• Anàlisi dades: Mitjançant els mòduls Analysis i DeCipher, s’exporten les dades de la 
simulació a un fitxer de text. Es verifica la compatibilitat entre programes pel que fa al 
punt o la coma decimal i s’importa a Microsoft Excel. Mitjançant la mateixa macro 
d’abans, s’avalua la freqüència dels diferents valors per cada angle de torsió. 

• Confórmers: Mitjançant una macro d’Insight creada a tal efecte, s’extreuen del fitxer de 
la simulació els conformers d’interès. 

 
 
3.3. Alineament molecular. 
 
• Alineament molecular a traves del Potencial Molecular Electrostàtic (MEP): Es realitza 

mitjançant el mòdul ASP del programa TSAR. És maximitza l’índex de similitud 
electrostàtic de Carbó entre la molècula d’estudi i la conformació activa de la 
brassinolida. L’algorisme d’optimització és SIMPLEX.231 

 
• Alineament molecular a traves dels anells C i D de l’esteroide: Es realitza mitjançant una 

aplicació pròpia de SYBYL. Es minimitza la distància entre els 9 àtoms que formen els 
anells C i D de l’esquelet esteroide de la molècula d’estudi i de la conformació activa 
de la brassinolida. 

 
• Alineament molecular a traves dels camps moleculars de GRID: Es realitza mitjançant el 

mòdul COMP de programa MIPSIM el qual necessita del programa GRID. Les 
condicions d’alineament són: Prealineament mitjançant els anells C i D††††† i utilització 
de la sonda oh.‡‡‡‡‡ 

 
 
3.4. 3D-QSAR. 
 
• GRID: Es calcula l’energia d’interacció amb les sondes d’aigua (oh2) i metil (C3) en 

aquest ordre. La mida de la caixa es defineix de forma que s’estengui 5 Å des de 
l’estructura dels compostos. S’utilitza un pas de malla de 0,5 Å i s’aplica un tall 
d’energia de +5 kcal/mol. 

 

                                                 
††††† En la mesura del que ha estat possible, també s’ha inclòs l’anell A i/o la cadena lateral total o 
parcialment. 
‡‡‡‡‡ S’utilitza la sonda de oh (hidroxil) enlloc de oh2 (aigua) per recomanació dels propis 
programadors de MIPSIM. 
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• GOLPE: S’importen els camps moleculars de GRID. 
o Pretractament de les dades: Es realitza prèviament al càlcul dels models i 

consisteix en: a) es suprimeixen els valors positius per considerar només les 
interaccions favorables de forma que la interpretació dels coeficients és directe, 
b) s’aplica un tall d’energia de 0,1 kcal/mol per suprimir les variables amb més 
soroll, c) s’aplica un tall en la desviació estàndard de 0,1 kcal/mol per suprimir 
les variables amb menys informació, d) es suprimeixen les variables a 2, 3 i 4 
nivells, les quals poden distorsionar el model i d) es realitza un escalat per bloc 
de les sondes per donar-les el mateix pes. 

o PCA: Es realitza el càlcul de 10 components principals, però només es tenen en 
compte aquells que es poden interpretar des d’un punt de vista estructural. Els 
components s’interpreten a partir dels camps de coeficients, ajudant-se en cas 
que sigui necessari dels gràfics de variables i dels camps de les contribucions de 
determinats compostos. Aquesta interpretació es corrobora amb el gràfic 
d’objectes, colorant els compostos segons els pertoqui. 

o PLS: Es realitza el càlcul de 5 variables latents, però només es tenen en compte 
aquelles on es pot interpretar la relació entre l’estructura dels BRs i l’activitat. 
Aquesta relació s’interpreta a partir dels gràfics de correlació interna i dels 
camps de les variables, dels pesos i dels coeficients. Els models es validen 
aplicant tècniques de validació interna. Concretament s’utilitza el mètode de 
deixar un a fora (Leave One Out (L.O.O.)). 

o Reducció de variables:228 S’aplica als models amb bona capacitat predictiva 
(q2

(LV1, LOO) > 0,3). Es realitza una reducció de les variables de l’espai dels pesos, 
aplicant un disseny de D-òptim. Aquesta reducció s’aplica en diverses etapes 
fins que el nombre de variables està al voltant de les 5.000–6.000. En cada 
etapa es redueix el nombre de variables un 50%. 

o Agrupament de variables: Es realitza mitjançant l’algorisme d’agrupament Smart 
Region Detection (SDR)232-234 i s’aplica un cop feta la reducció de variables. Les 
condicions de l’agrupament són: nombre de llavors (10% de les variables 
actives), distància crítica (5 Å) i distància d’unificació de grups (10 Å). 

o Selecció de variables: S’aplica un cop fet l’agrupament de variables. Mitjançant 
un disseny factorial fraccionat (FFD)228,234 es realitzen una sèrie de models 
reduïts i s’avalua la influència de les variables sobre l’activitat. Les condicions de 
la selecció de variables son: Aplicació sobre la primera variable latent, utilització 
dels grups de variables, en cada model es recalculen els pesos, els models es 
validen internament amb el mètode L.O.O., la relació entre el nombre 
d’experiments i de variables és de 5 i en el model final es mantenen les 
variables incertes. 

 
• Predicció de l’activitat: Es construeixen els compostos amb l’alineament i la conformació 

activa que li pertoca segons els model. Es calculen els camps moleculars de GRID en les 
mateixes condicions que les del model (sondes, mida de caixa i pas de malla). Aquests 
s’importen a GOLPE i es realitza el següent pretractament de les dades: a) es 
suprimeixen els valors positius i b) es realitza un escalat per bloc de les sondes 
assignant-los el mateix pes que tenen en el model. Finalment, s’utilitza l’aplicació 
corresponent per predir l’activitat. 
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• Intersecció dels mapes de GRID: Es calcula l’energia d’interacció amb la sonda d’aigua 
(oh2) dels dos compostos a comparar. Les condicions de la caixa no poden excedir el 
nombre de 65.536 variables (nombre màxim de files permeses per Microsoft Excel). Per 
aquest motiu la mida de la caixa ha d’incloure només les regions d’interès i s’utilitza un 
pas de malla de 1 Å o 0,5 Å. S’aplica un tall d’energia de +5 kcal/mol i es demana que 
el fitxer amb les energies estigui en format ASCII. Es verifica la compatibilitat entre 
programes pel que fa al punt o la coma decimal i s’importen les energies a Microsoft 
Excel. Mitjançant una plantilla creada a tal efecte, es calcula el mapa d’energies 
corresponents a les zones comuns, es a dir, la intersecció. Es crea un fitxer de GRID 
amb les energies de la interacció i es torna a verificar la compatibilitat entre programes 
pel que fa al punt o la coma decimal. Finalment, per poder visualitzar aquest fitxer cal 
canviar el format de “text − Windows” a “text − UNIX”. 

 
 
4. Estadística. 
 
4.1. Proves d’hipòtesi.235 
 
• Proves d’hipòtesi sobre les mitjanes de dos distribucions normals de variàncies 

desconegudes i diferents. 
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S’ha fet servir per determinar amb un 95% de seguretat, si la mitjana de la resposta de 
la hcs a 1 μg/planta d’un bioassaig és igual a la mitjana de totes les dades. 

 
• Proves d’hipòtesi sobre les mitjanes de dos distribucions normals de variàncies 

conegudes. 
Hipòtesi nul·la:   ( )conegudesiH 2
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S’ha fet servir per determinar amb un 95% de seguretat, si l’activitat d’un compost és 
igual a la d’un altre. 
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