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INTRODUCCION
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GENERALIDADES

La cebada (fhndewnxmlgane) es un importante cereal,

domesticado de razas salvajes que todavia se encuentran en el
sudoeste de Asia. Su cultivo se extiende desde el Artico has­

ta las altas montañasy puede crecer en los oasis de desier­

tos, ya que tolera mayor concentración salina que la mayoria

de los cereales. Aunquela cebada es un cultivo de clima frio,

resiste altas temperaturas si la humedades baja, pero no se

adapta a los climas cálidos y húmedos. Se cultiva muy poco en

los trópicos, excepto en zonas montañosas comoen Méjico, los

Andes y el este de Africa. Las zonas de mayor producción son:

Europa, el norte de Africa, Etiopia, el CercanoOriente, la

URSS,China, India, Canadá y'EEUU. En nuestro pais,_el culti­

vo de cebada se extiende por todo el territorio nacional, des
de La Quiaca hasta Tierra del Fuego (1).

En orden de importancia, la cebada se utiliza para

la alimentación de animales, para la fabricacion de maltas pa

ra cerveza y para la alimentación humana.

HISTORIA

La cebada fue uno de los primerOs cultivos domesti­

cados en el Cercano Oriente (2). Han aparecido restos arqueo­

lógicos de lo que parecen ser‘formas salvajes en el Eufrates,
en Siria, de aproximadamente 8000 años a:C. También hay res­

tos al sur de las alturas del Jordán y en Jarmo, en Irak, de
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de unos 6800 años a.C. No ha sido posible determinar si provig

nen de cosechas salvajes o de los primeros intentos para cul­
tivar el cereal.

La cebada cultivada se encontró en Irán, Siria, Pa­

lestina y Turquia, cuya antigüedad oscila entre los 6000 a
7000 años a.C.

La agricultura se desarrolló primero en el Cercano

Oriente, en tierras secas y a altura suficiente para tener ade
cuada cantidad de agua de lluvia. La técnica de la irrigación

se desarrolló rápidamente y la cebada fue el principal cultivo

de esa época, no sólo en la Mesopotamia, sino también en Egip­

to. Los restos encontrados indican que en esa época, la cebada

era más importante que el trigo para la alimentación humana.

La cebada era el grano más abundante en el Cercano

Oriente, y el más barato. Éra el dinero de los pobres, la ra­

ción de los soldados, los siervos y los esclavos, y el medio

de vida de los campesinos griegos. Tenia reputación de ser una

comida fuerte, y a los antiguos_gladiadores se los llamaba

hamümn¿¿porque se alimentaban con cebada durante su entrena­
miento.

De acuerdo con la evidencia arqueológica, la cebada
llegó a España 5000 años a.C. y un poco después al Rin. Tam­

bién se extendió a la India, adonde llegó 3000 años a.C., y

luego pasó a China. También llegó, en algún momentoa Etiopia,
donde se transformó en el cultivo dominante.

La cebada llegó al Nuevo Mundocon Colón en su se­

gundo viaje. A comienzos del siglo XVI se introdujo en Méjico.
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En Perú tuvo un gran éxito entre los indios, debido a su tole­

rancia al frio, ya que se adaptó perfectamente al clima de los

Andes. Durante el siglo XVIII la cebada se cultivaba en casi

todas las colonias españolas, desde el sur de Argentina y Chi­
le hasta California.

ALCALOIDES DE Hondeum UlLCga/Le (cebada)

Los estudios quimicos sobre la cebada comenzaron ha­

ce muchosaños, debido al interés que despertaba la fabrica­

ción de cerveza, su análisis y la evaluación de las distintas
calidades de cebada, según la cantidad de malta y cerveza que

podian producir.

El malta, empleado en la fabricación de cerveza, es­

tá constituido por el grano de cebada recién_germinado y seca­

do. Debido a_1a corta duración de la_germinación, de 24 a 48

horas dependiendo de la temperatura a la que ésta se realice,
la plántula se reduce a unas raicillas que se eliminan fácil­
mente por fricción (3).

Estas raicillas secas, subproductode la fabricación

del malta, tienen un alto contenido de nitrógeno y por ello se
intentó utilizarlas comoforraje, pero resultaron ser tóxicas
para los animales: Por otro lado, Rouxhabia encontrado que un

medio de cultivo preparado con un extracto acuoso de estas ra;

“cillas no permitía el desarrollo de ciertos microorganismos,y
fue el punto de partida para las aplicaciones terapéuticas de
estos extractos contra la disenteria y otras afecciones. Como
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los resultados de los tratamientos fueron aleatorios, este mé­

todo fue rápidamente abandonado (4).

Mientras tanto, Lauth, de Carcassonne, le envió a E.

Léger estas raicillas para que averiguara si sus propiedades

eran debidas a algún principio quimico. Estas investigaciones
finalizaron con el aislamiento de un alcaloide que Léger deno­

minó hordenina (I), y cuya estructura también determinó (5-9).

Casi simultáneamente, Gaebel (10) hizo el mismodescubrimien­
to.

Este compuesto ya habia sido encontrado antes en un

cactus de Méjico (Anhlúomïwnmsnm Engelm.) por Heffter, que

le dio el nombre de anhalina. En un primer momento, se pensó

que se trataba de dos alcaloides distintos, hasta.que Spaeth,

en el curso de un trabajo sobre sintesis de hordenina, demos­

tró que se trataba de la mismasustancia (11).

Posteriormente, han aparecido numerosos trabajos que

informan acerca de la presencia de bordenina en distintas fa­

milias de plantas (12,13), en algas (14-16) y hongos (17,18),

en Amarilidáceas (19-21), Berberidáceas (22), en muchas otras

Cactáceas (23-42), también en Cannabináceas (43) y Euforbiá­

ceas (44), en otras Gramineas (45-48) y Leguminosas (49-51),

y también en Liliáceas (52), Rutáceas (22), Asclepiadáceas

(53) y Solanáceas (54).
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CHz-CHé-NCCHBÏZ

l

OH

OTROS ALCALOIDES EN CEBADA

Junto con la hordenina, se han encontrado también

otras B-feniletilaminas muyrelacionadas, tanto estructural
comobiosintéticamente (67,68), que son la tiramina (II), la

N-metiltiramina (III) y la candiéina (IV).

CHZ-CHZ -NH2 CH2 -CH2 -—NH-CH3 CH -CH2 45 (c113 12 3

H III H

OH OH

Ademásde las B-feniletilaminas, en cebada hay alca­

loides indólicos, comola gramina (V), el 3-aminometilindol
(VI) y el 3-metilaminometilindol (VII); también se han encon­

trado hordatina A y B, putrescina e histamina (69,70).
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CH -NH2GHz-N(CH3)2 CHZ-NH-CH3 2

512 312 3:2

VII E|<

PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA HORDENINA

La acción farmacológica de la hordenina fue descrip­

ta por primera vez por Heffter (4). En ranas provoca parálisis

del sistema nervioso central, sin excitación previa. Camus(55)

informó que el compuesto es ligeramente antiséptico y que inhi

be algunOS fermentos solubles.

Tiene baja tokicidad para mamíferos, y en pequeñas

dosis no tiene ningún efecto sobre la circulación sanguínea;

dosis mayores causan un aumento en la presión sanguínea y ace­

leran el pulso; finalmente, dosis muy_grandes provocan la muer
te por paro respiratorio (12).

Rietschel (12) encontró que el efecto sobre la pre­
sión no es de origen central y que la hordenina estimula el

músculo cardiaco. Es muchomenos activa que la adrenalina y de

acuerdo con Raymond-Hamet(56,57) y Ludueña (12), tiene un efeg
to similar a la nicotina.
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También_se sabe que es diurética y se ha usado como

remedio contra 1a diarrea y la disenteria (12). Esto puede de­

berse a que presenta propiedades antibióticas (58,59).

Recientemente (60), se ha encontrado que los ratones

de camporechazan la comida si ésta tiene hordenina, y que su

ingestión les provoca lesiones en el riñón (61).

Con respecto a su acción sobre insectos, para las

langostas es inhibidor de 1a ingestión de material vegetal (62,

63) y también inhibe la succión de una solución de sacarosa

que la contenga (64).

Todas estas observaciones indican que la hordenina

puede tener importancia en agricultura, aún más si se tiene en

cuenta que B-feniletilaminas de estructura muysimilar son

inhibidores de crecimiento de plantas (65).
Por último, ha aparecido un trabajo (66) que informa

acerca de la actividad antitumoral e inhibidora de la hordeni­
na contra las células del sarcoma 180.

DISTRIBUCION Y BIOSINTESIS DE HORDENINA EN LA PLANTA DE CEBADA

Después de los primeros trabajos de Raoul (711, que

determinó la localización y la concentración de hordenina en

la planta de cebada, en función de su grado de desarrollo, mu­
chos otros investigadores han estudiado la distribución y la
biosintesis de este derivado de 1a tiramina. La hordenina, y

su precursor inmediato, la N-metiltiramina, no se encuentran

en la semilla de cebada sin germinar, pero aparecen en las ra­
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ices durante el primer dia de la germinación. El nivel de es­
tos alcaloides en las raices alcanza un máximoentre los 5 y

los 11 dias (siendo este máximoreproducible para cada varie­

dad de cebada, cultivada en condiciones experimentales cons­

tantes). Luegode este máximo,la cantidad de B-feniletilami­

nas decae hasta que luego de un mes de desarrollo, quedan sólo

trazas de ellas (67,68,72,73).

Raoul sugirió que la hordenina se biosintetizaba por
sucesivas metilaciones de la tiramina, sin embargoél no logró

encontrar N-metiltiramina en las raices de cebada, la cual fue

detectada e identificada años después por Kirkwoody Marion

(74). El camino biosintético propuesto por Raoul fue confirma­

do al aislarse N-metiltiramina y hordenina radiactivas, 4 dias
después de haber inoculado plántulas de cebada con tiramina­

a-14C (75). Posteriormente, se demostró-que la fenilalanina

(76) y la tirosina (77) son precursores más remotos de la hor­

denina (ver Figura 1).

Tambiénse ha aislado, de raices de cebada, la enzi­

maque cataliza la metilación de tiramina para dar N-metilti­
ramina, con S-adenosilmetionina, y se na comparadosu activi­

dad con el nivel de estos alcaloides en la planta (78-80).
Todas estas observaciones nos indican que la horde­

nina cumple un activo rol metabólico en la cebada, con propó­

sitos desconocidos, pero sólo durante la primera etapa de su
desarrollo.

Aun cuando se habia trabajado muchoen su biosinte­

sis, sólo habia un-trabajo que trataba acerca de su catabolis­
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moen plantas enteras, del año 1956 (81), y cuyos resultados

no parecian muy concluyentes. Muchomás recientemente, Meyer

y Barz (73,82) estudiaron este tema, pero en cultivos de cé­

lulas, con los problemas de diferencia de comportamiento que

éstos pueden tener (135-137).

Dadoel interés que despertaba el poder determinar

paso a paso el camino de descomposición de la hordenina en la

planta de cebada en desarrollo, y que esa velocidad de degra­

dación era lo suficientemente lenta comopara tratar de encon­

trar los intermediarios degradativos, pero lo suficientemente
rápida para obtener resultados en tiempos relativamente cor­

tos, fue nuestro propósito estudiar el mencionadoproceso ca­

tabólico. Para ello se programóutilizar trazadores isotópicos
incorporados en el alcaloide para-tener puntos de referencia
que permitieran detectar los distintos productos en que se

transforma el alcaloide para intentar su aislamiento e identi­

ficación. Aunen casos en que no fuera posible aislar los pro­
ductos de degradación, la presencia de una marca facilitaria
una tentativa identificación mediante las modernastécnicas

cromatográficas y espectroscópicas a nuestro alcance.
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Hz-fH-COOH Hz-CH-COOH Hz-CHZ-NE2
NH2 H2

——- __. .1;

fenilalanina OH OH
tirosina

Hz-CHz-NCCH312 Hz-CHz-NH-CH3

H H

IH
III

Figura 1: Biosintesis de hordenina en Hauüummugane.
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SINTESIS DE HORDENINA ISOTOPICAMENTE MARCADA

Para estudiar el catabolismo del alcaloide hordeni­

na en plantas de cebada, se necesitaba el alcaloide marcado

con isótopos radiactivos o de masa en distintas posiciones. En

particular, las posiciones de más interés eran los carbonos de

la cadena lateral y los de los grupos metilos unidos al nitró­

geno.

Primeramente, se sintetizó la hordenina marcada con

carbono-14 en el carbono-a al grupo dimetilamino:

1. Sintesis de hordenina-a-14C (Figura 11):

Las sintesis anteriores que se conocian de la horde­

nina eran todas de bajos rendimientos (71,84-88), o las secuen
cias utilizadas no permitían la introducción en la molécula de

un átomo de carbono isotópico (por ejemplo, como unidad de un

carbono g:¿, comoel cianuro de potasio). También se habían
14descripto las sintesis de hordenina-a- C (81) y de hordenina­

6-14C (83), pero en el primer caso, los procedimientos emplea­

dos en ese entonces hacian dudar de la certeza en la posición

de la marca y, en ambos casos, se pensó que los métodos podían

mejorarse.

El producto de partida fue el ácido p-hidroxibenzoi­
co (VIII), el que fue convertido cuantitativamente en su éster

metilico (IX) por tratamiento con diazometano y cuyo espectro
1de resonancia magnética nuclear de H (RMN-1K)se puede ver en
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Figura 2: Espectro de RMN-lHde p-hidroxibenzoato de metilo

(IX).

Posteriormente, se benciló el hidroxilo fenólico, pg
ra dar el p-benciloxibenzoato de metilo (X) (89,90). Esta reag
ción fue probada en distintas condiciones pára mejorar su ren­

dimiento: se varió la base, la temperatura, el solvente y el
tiempo de reacción. Los resultados obtenidos se encuentran re­

sumidos en la Tabla 1, en la que puede verse que los más satig
factorios se obtuvieron en acetona anhidra a reflujo, con car­
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bonato de potasio comobase y catálisis con ioduro de potasio,

obteniéndose el compuesto x con un rendimiento del 90%. El es­

pectro RMN-1Bde este compuesto se puede ver en la Figura 3.

Solvente Tiempo Temp. Base Catalizador Rendimiento

(h) (°C) (%)

acetofenona 8 160 K2CO3 - 70
metanol 18 25 NaOH - ­

acetona anh. 24 57 K2CO3 - 50

acetona anh. 24 57 KZCO3 KI 9Q

Tabla 1: Reacciones de bencilación de p-hidroxibenzoato de
metilo (Ix).
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Figura 3: Espectro RMN-H de p-benciloxibenzoato de metilo

(X) .

Posteriormente, este éster se redujo al alcohol p­
benciloxibencilico (XI) con hidruro de aluminio y litio en

éter etílico anhidro. El espectro RMN-1H de esta sustancia pue

de verse en 1a Figura 4. Esta reacción resultó muysatisfacto­
ria (rendimiento cuantitativo) cuando se 1a llevó a cabo en

condiciones controladas: 15 minutos a reflujo. A1probar en

otras condiciones (a menor temperatura: 0°C o temperatura am­

biente), se obtuvieron mezclas de productos (que no eran el

alcohol buscado) que no fueron analizadas. Si el reflujo se

mantenía por más de 15 minutos, el rendimiento de 1a reacción

bajaba, conduciendo también a mezclas.
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1Figura 4: Espectro de RMN-H del alcohol p-benciloxibencilico
(XI).

El cloruro de p-benciloxibencilo (XII), cuyo espec­
tro RMN-lHse puede ver en la Figura 5 (91,92) se sintetizó

tratando el alcohol XI con exceso de ácido clorhídrico (c) en“­
éter etílico a temperatura ambiente durante 22 horas, y éste

a su vez se transformó en el nitrilo XIII de dos modos, buscan
do mejorar los rendimientos: en uno de los métodos se emplea­

ron acetona anhidra comosolvente, cantidades catalïticas de

ioduro de potasio, a reflujo durante varias horas, y cianuro
de potasio comonucleófilo (92). Esta reacción tiene.muy buen
rendimiento (95%)sólo si se realiza con exceso de cianuro de
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Figura 5: Espectro RMN-1Hdel cloruro de p-benciloxibencilo
(XII).

potasio, pero éste decae muchosi el exceso llega a ser sólo

del 10%, y es más bajo aún con cantidades equimoleculares de

cada reactivo. Esto podria deberse a-la disminución de la con­
centración efectiva de cianuro, por formación de la cianhidri­

na de la acetona. Mediante el espectro RMN-1Kde la mezcla de

reacción, que puede verse en 1a Figura 6, se determinó que en
condiciones de reacción con 10%de exceso de cianuro, disminu­

ye la formación del nitrilo buscado, queda cloruro sin reaccig
nar y aumenta el porcentaje de un producto lateral, el alcohol
XI. De los valores de integración correspondientes a las seña­
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Figura 6: Espectro RMN-IKde la-mezcla de reacción de cianura­

ción, realizada con 10%de exceso de cianuro de pota

sio, en acetona.

les debidas a los grupos CGHS-CEZ-O-(común a las tres estruc­
turas), -CE OH, -Cg C1 y -Cg CN a 6 5,03; 4,60; 4,56 y 3,632 2 2

respectivamente, fue posible determinar que con un 10%de excg

so de cianuro de potasio por encima de la cantidad estequiomé­

trica, se produjo solamente un 50%del producto buscado, mien­

tras que un 25%del producto de partida habia quedado sin reag

cionar y otro 25%habia sufrido hidrólisis al alcohol corres­
pondiente. Por esta razón, este método no era de utilidad, ya

que al utilizar cianuro de potasio marcado con carbono-14, és­
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te debia ser el reactivo limitante.

Se probó entonces un cambio de solvente: dimetilsul­

fóxido, a temperatura ambiente (93,94). Las experiencias real;
zadas en estas condiciones mostraron que era posible trabajar

con cantidades estequiométricas de los reactiuos - y también

con cianuro de potasio en defecto - sin disminución del rendi­
miento.

El nitrilo radiactivo resultante, cuyo espectro RMN­
1 . . . . .H puede verse en la Figura 7, se redujo a amina primaria me­

I

y

¡í

1i._l.. .u

Figura 7: Espectro RMN­

_,____i__T___,

!

J.

WL. {l , .1 l 1 f.
. _ en. u mm u T E4 5..

1Hde p-benciloxifenilacetonitrilo‘
(XIII).
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diante hidrogenación catalizada por paladio, a presión atmos­
férica y a temperatura ambiente. En esas mismas condiciones se

produce la hidrogenólisis del éter bencilico (95-98). La reac­
ción se hizo en medio ácido para eliminar la amina libre del

medio de reacción, ya que de estar ésta presente, la reacción

puede proseguir, dando la amina secundaria correspondiente y

amoniaco (99). El rendimiento global de la transformación de

XII en II fue del 80%. El espectro RMN-lHdel clorhidrato de

tiramina inactivo puede verse en la Figura 8.

.

tío «¡o ¿Io Inem ¡lo río u n lb
.r . I 1 —r—
Ir G n n Im F2, ;II ‘
II
II

.

I

Í l | .

**úrr* ' ' i n I ' u ' l ' ¡1 '7.o u u mm u u u ui 6 '

Figura 8: Espectro RMN-H del clorhidrato de tiramina (II).
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La tiramina-a-14C (II) asi obtenida (comoclorhidra­

to), se metiló en condiciones reductivas (100) con formaldehí­

do e hidrogenación catalitica con paladio, para dar la hordeni
na-u-14C (I), con un rendimiento del 89% (101), luego de ser

purificada por sublimación (ver Figura 11). Rendimiento global

másico (a partir de cianuro de potasio) 71%, y rendimiento ra­

dioquimico 67%. El espectro de RMN-13€(125) de una muestra

inactiva de esta sustancia puede verse en la Figura 9, y los

espectros de RMN-lH(en metanol-d6 y en ácido trifluoroacético)
en la Figura 10.

T. . 4+.

13Figura 9: Espectro RMN- C de hordenina (I).
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Figura 10: Espectros de RMN-H de hordenina (I), en m'etanol-d6

(arriba), y en ácido trifluoroacético (abajo).
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Enotra sintesis de hordenina-a-ldc, se repitió la

secuencia anterior pero usando ahora cianuro de sodio-14€, di­

luyéndolo con cianuro de potasio inactivo. Esto se hizo dado

que el cianuro de sodio es más soluble en dimetilsulfóxido que

el cianuro de potasio (126). De esta forma se obtuvo hordeni­

na-a-ï4c con un rendimiento global másico similar (76%a par­

tir del cianuro), y un rendimiento radioquimico similar al má­

sico, 75%, a partir de 1 mCi.
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Figura 11: Esquemade sintesis de hordenina-a-14C.
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42. Sintesis de hordenina-B-1 C:

i
CHz-CHZ-N(CH3)2

OH

Para la sintesis de este producto se pensó en usar

la mismaruta empleada para la sintesis de hordenina-a-14C,

pero partiendo ahora del ácido p-hidroxibenzoico marcado con

carbono-14 en el carboxilo. El producto radiactivo de que se

disponía era el ácido p-metoxibenzoico(carboxilo-14C), el

que se intentó hidrolizar al ácido p-hidroxibenzoico. Para es­

tudiar las mejores condiciones de hidrólisis, se usó ácido p-Ñ
metoxibenzoico inactivo. Ante la imposibilidad de llevar a ca­

bo esta hidrólisis con buen rendimiento, con los distintos re­
activos y condiciones probados: ácido clorhídrico, ácido brom­

hidrico, ácido iodhidrico, tricloruro de boro, a distintas tem
peraturas y concentraciones (98,102), este camino tuvo que ser
dejado de lado. Estos resultados se encuentran resumidos en la
Tabla 2.
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Reactivo Tiempo Temperatura Rendimiento

C13B 24 h -78°C (1 h)

25°C (23 h) 50%

C133 120 h -78°C (1 h)

25°C (119 h) 50%

HCl (37%) 20 h 90°C N.R.

HC1 (37%) I7-h 120°C <10%

HCl (7%) 19 h 120°C N.R.

HCl (19%) 17 h 120°C m25%

HBr (48%) 16 h 120°C -, S.

HBr (46%) 4 h 120°C N.R.

HI (67%) 20 h 130°C -, S.

HI (55%) 5 h 90°C N.R.

HI (55%) 16 h 120°C -, S.

N.R.: no reaccionó

S.: productos de sustitución en el anillo aromático

Tabla 2: Reacciones de hidrólisis del ácido p-metoxibenzoico

al ácido p-hidroxibenzoico.
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Se decidió entonces obtener el producto requerido a

partir de tiramina-B-14C, que es un producto comercial, meti­

lándola reductivamente con formaldehído e hidrogenando catali­

ticamente con paladio, comose había hecho al sintetizar la
hordenina-a-14C. En este caso, el rendimiento másico de la re­

acción fue del 100%, y el radioquímico llegó al 73% (83,103).

3. Síntesis de hordenina marcada en los grupos N-metilos:

Para la marcación de los grupos metilos, se siguió
utilizando la reacción de metilación reductiva anteriormente

empleada. La idea era reemplazar el formaldehído comúnpor for

maldehído marcado, ya fuera con carbono-14_o con carbono-13.

Primeramente, se hizo un estudio de los rendimientos de la re­

acción variando la cantidad de formaldehído agregada, con for­

maldehído inactivo. Se encontró que los rendimientos seguían
siendo altos (90-100%), aún cuando la cantidad de formaldehído

agregada fuera la estequiométrica.

A) Síntesis de hordenina(metilo-13C,):

13
CHz-CHz-N( CH3)2

OH
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Se llevó a cabo con exceso de formaldehído-13€

(90%13C) y se aisló la hordenina marcada. El espectro de masa,

que puede verse en la Figura 12, mostró que la sustancia esta­

ba marcada en un 81,8% en ambos metilos, un 16,4% en uno solo

de ellos y el 1,8% restante no habia resultado marcado.

¡D 7RER'JY 60

q

Figura 12€ Espectro de masa de hordenina(metilo-13C2).



-23­

El espectro RMN-13C indicó que, además de la señal

esperada a 43,73 ppm, aparecia una absorción adicional a

72,60 ppm, que correspondía a un polímero de formaldehído, su­
blimable en las mismas condiciones que la hordenina (104).

Esta impureza se hidrolizó en medio ácido a tempera­

tura ambiente, y al resublimar, la hordenina resultante estaba
130 y RMN-1Kpura, como pudo verse en los espectros de RMN­

(ver Capitulo III, pág. 131). Este último espectro puede ver­

se en la Figura 13.

'vuturf

1
Figura 13:_Espectro RMN-H de hordenina(metilo­
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B) Sintesis de hordenina(metilo-14C,):

t
Hz-CHz-N(_CH3)2

OH

El reactivo radiactivo fue en este caso el formalde­
4 . . . - .C, en soluCión acuosa, y se introduJo una pequena modi­hIdo-l

ficación en la reacción para aumentar el rendimiento radioquI­

mico: durante las primeras horas de reacción se agregó formal­
dehido-14C más, aproximadamente, el 40%del formaldehído inac­

tivo que se necesitaba para completar la reacción (según los

cálculos estequiométricos). Posteriormente, se agregó el for­
maldehído restante, más un pequeño exceso. De esta manera, el

rendimiento másico fue del 100%y e1_radioquimico del 85%_(82).

En general, se ha observado que los rendimientos ra­

dioquimicos son, a lo sumo, iguales a los másicos o, general­

mente, menores. Es posible que esto se deba a efectos isotópi­
cos, donde las moléculas con carbono-14 reaccionen más lenta­

mente que aquéllas que llevan el carbono-12.
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SISTEMAS DE CRECIMIENTO HIDROPONICO DE LAS PLANTAS DE Hauüum

V MC

Para la inoculación de la hordenina marcada se nece­

sitaba un sistema para el crecimiento de las plantas que per­
mitiera un buen desarrollo de las mismas durante todo el tiem­

po que durara la experiencia. Además, se debia evitar el ata­

que de insectos y 1a proliferación de microorganismos. Por to­

do esto, se buscó algún procedimiento hidropónico satisfacto­

rio, dejando de lado el desarrollo en tierra.
Para comenzar la germinación se colocaron las semi­

llas en bandejas con arena lavada y esterilizada por calcina­

ción, humedecidascon la cantidad necesaria de agua destilada.

Previamente, se esterilizó la superficie de las semillas su­

mergiéndolas durante 30 a 60 minutos en una solución al 1%de

hipoclorito de sodio o de calcio.

Luegode 4 dias de desarrollo, las.plántulas se

transfirieron a recipientes cilindricos de vidrio (de 2 cmde
diámetro, 4,5 cm de altura y aprorimadamente 10 ml de capaci­

dad), previamente esterilizados a 105°Cdurante 60 minutos,
donde se mantuvieron hasta el final de cada inoculación (ver

Fotografias 1 y 2). Estos recipientes se utilizaron para asegg
rar una buena absorción del alcaloide por las raices de 1a

planta, sin pérdidas ni diluciones innecesarias (los recipien­
tes utilizados eran opacos para eliminar la luz en las raices).
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Fotografia 1: Dos plántulas de fwnduunxmlgane,de 8 dias de de­

sarrollo, en uno de los recipientes de vidrio

empleadosen las experiencias (se ha retirado el

protector pera permitir la observación de las
raiceS).
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Fotografia 2: Plántulas de andumwvuigane,de 8 dias de desarrg
llo, creciendo hidropónicamente, tal comofueron

empleadas en las experiencias.

Los primeros ensayos se hicieron entregándoleS¿a las

plantas solamente agua destilada, comohabian hecho Frank y

Marion (81). Sin embargo, se encontró que a los 11 días de de­

Sarrollo las plantas se marchitaban.
Para evitar este problema, a partir del 4° dia se

les agregó una solución salina, con macro y micronutrientes

(ver Capítulo III, pág. 96 ), con lo que se logró mantener las

plantas en buenas condiciones más allá de los 30 dias, lo cual

era un tiempo más que suficiente para las distintas inoculacig
nes.
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El agregado de una solución de sacarosa más extrac­

tos de levadura no dio buenos resultados, y aumentaba mucho la
contaminación.

Otro problema que debió ser solucionado fue evitar

el desarrollo de microorganismos en el medio de cultivo conte­

nido en los recipientes de vidrio, luego de unos 10 dias de dg

sarrollo. Primero se lo intentó agregando 150 6 300 ppmde so;
bato de potasio, pero esto no condujo a resultados satisfacto­

rios. La causa de la contaminación era que la boca de los frag
cos quedaba abierta al aire, asi que ésta se eliminó fácilmen­

te tapando las bocas con pequeños trozos de algodón, retirándg

los solamente para el agregado de solución salina o de la solg
ción del alcaloide marcado, previamente esterilisadas.

Conrespecto a la iluminación, se utilizó luz natu­

ral suplementada con tubos fluorescentes Sylvania Gro Lux.
Posteriormente, las plántulas se desarrollaron den­

tro de una cámara de acrilico con circulación forzada de aire,

cuya temperatura se reguló a 25°C, y los ciclos de luz y oscu­

ridad se mantuvieron en 14 y 10 horas, respectivamente.

De esta manera se obtuvo siempre un desarrollo com­

parable de las plantas para todos los ensayos. Para las inocu­

laciones del alcaloide a plantas enteras se utilizaron siempre
plantas de 8 dias, en cambio para los homogenatos se usaron

las raices de plantas de 15 dias de desarrollo.
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Métodode inoculación del alcaloide hordenina a las plantas de
cebada

Conlos antecedentes de los trabajos sobre biosinte­

sis de hordenina en cebada (75-80) y sobre su catabolismo (81),

era sabido que el alcaloide se producía en la raiz y era muy

probable que ahi mismo se degradara.

Un buen método de inoculación seria aquel que permi­

tiera la llegada del alcaloide a las raices de la maneramás

rápida y efectiva, con un minimode alteración de las condicig
nes de crecimiento de la planta. Asimismo, y tratándose de

plantas muyjóvenes y frágiles, se debia evitar cualquier mé­

todo que pudiera dañarlas seriamente y alterar su crecimiento.

Además, debido a que se trata de un alcaloide de ba­

jo peso molecular y soluble en agua, se-podia intentar la ino­
culación a través de la absorción por las raices de una solu­
ción acuosa del alcaloide.

Para evitar pérdidas y diluciones innecesarias del
material radiactivo, las plantas se debian desarrollar en re­
cipientes especiales de vidrio, comoya se indicó.

Para conocer si éste era realmente un buen método

para inocular las plantas con hordenina radiactiva o si, por

un problema de permeabilidad de membranas, la absorción era

muylenta o directamente nula,_se determinó la velocidad de

absorción del alcaloide con la ayuda de un trazador radiacti­
vo: hordenina-a-14C. Se inocularon las plantas de 8 dias con

una cantidad constante de hordenina-u-l4C y se midió la radiag
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tividad remanente en la solución salina a distintos tiempos.

Los resultados obtenidos pueden verse en la Tabla 3 y en la

Figura 14.

Esta experiencia demuestra que aproximadamenteel

75%de la radiactividad (y por ende, de la hordenina entregada)

se absorbe en las primeras 4 horas. Debido, seguramente, a un

problemade dilución del alcaloide residual, la velocidad de

absorción decae, comose observó en experiencias posteriores.

Es esI que a las 124 horas (ver Tabla 5) se ha absorbido el

80%. En cambio, a las 143 horas o a los 14 dias (y luego de

haberse concentrado la solución por absorción de agua por las
raices) se obtuvo una absorción casi total del alcaloide: 97%.

(ver Tabla 4 y Tabla 9).

Con todos estos datos, se decidió que este método de

inoculación era adecuado para todas las experiencias.



100%

50% —

Tiempo, horas

Figura 14: Curva de absorción de hordenina-a-14C por las rai­
ces de plantas de cebada de 8 días de desar;ollo.
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Tiempo Hordenina Actividad Hordenina Actividad Absorción

entregada entregada remanente rananente

(h) (umol) (dpm) (umol) (dpm) (Z)

o 20,6 3,59 x 106 20,6 3,59 x 106 0

1 20,6 3,59 x 106 9,9 1,73 x 106 52

2 20,6 3,59 x 1o6 3,5 1,49 x 106 59

3 20,6 3,59 x 106 6,3 1,11 x 1o6 69

4 20,6 3,59 x 106 5,7 9,84 x 105 73

5 20,6 3,59 x 106 6,3 1,08 x 106 70

6 20,6 3,59'x 106 5,4 9,37 x 106 74

4Tabla 3: Absorción de hordenina-a-1 C por las raices de

plantas de cebada de 8 dias de desarrollo.
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INOCULACION DE HORDENINA-a-14C Y ESTUDIO DE SU DEGRADACION

1. Ensayos preliminares:

Una vez que se logró mantener las plantas creciendo

hidropónicamente durante más de 20 dias sin contaminación, se

procedió a repetir los ensayos, agregando a los 8 dias a la

solución salina, una cierta cantidad de hordenina con el obje­

to de observar si la adición del alcaloide tenia algún efecto

perjudicial o tóxico sobre el desarrollo de las plantas. La
cantidad de alcaloide fue elegida de acuerdo a las dosis que

se pensaban entregar durante las experiencias con material ra­
diactivo.

Las cantidades de hordenina probadas fueron 0,50;

0,33 y 0,17 mgde clorhidrato de hordenina por planta (0,41;

0,27 y 0,14 mg de la base libre ó 2,55; 1,64 X 0,85 umol, res­

pectivamente), y en ningún caso se observó diferencia con los
lotes de control que crecian sin hordenina exógena. En estas

condiciones, no se observaron efectos tóxicos ni disminución
o aumento significativos de la velocidad de crecimiento, luego
de 20 dias de desarrollo.

Por lo tanto, se concluyó que era posible utilizar
ese rango de dosis para inocular las plantas, sin el riesgo de
provocar efectos no deseados. Posteriormente, fue publicado un

trabajo acerca de los efectos tóxicos e inhibidores de creci­
miento de un derivado de la hordenina (su iodometilato) en es­

pecies de plantas donde la hordenina no es un componente na­
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tural (65).

En estos casos, los lotes utilizados tenian 40 plan­
tas cada uno.

2. Inoculación de hordenina-u-14C:

Plantas de 8 dias de desarrollo (600), germinadas en

las mismascondiciones anteriores, fueron inoculadas adicionag
do a la solución de desarrollo 118 mgde clorhidrato de horde­

nina-a-14C (actividad especifica: 1,39 x 109 dpm/mmol­

0,63 mCi/mmol;dosis: 0,20 mg/planta), por absorción a través

de las raices. Luegode la adición en los recipientes de creci
miento de la solución salina conteniendo el alcaloide marcado,

-se la dejó llegar casi a sequedad para aumentar la absorción

del alcaloide. Luego se continuó con los agregados necesarios

de solución salina durante 14 dias más, para mantener el volu­

meninicial y permitir el continuo crecimiento de las plantas.

Al cabo de tiempos fijados, las plantas fueron reti­

_radas de los recipientes, enjuagadas conjagua destilada y este
liquido de lavado, junto con el proveniente de la solución sa­

lina residual y el del lavado de los recipientes, se llevó a
volumen, y se tomó una alícuota para determinar la radiactivi­

dad que habia quedado sin absorber y que resultó ser el 3,07%

de la actividad entregada.
Las plantas se cortaron, separando las partes aéreas

de 1a raices y se secaron por separado ambas fracciones a 50°C,

con circulación de aire, durante 36 horas.
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El material vegetal, ya seco y molido en un molini­

llo, se sometió por separado a extracciones con solventes de

polaridad creciente. Previamente se habia ensayado la extrac­

ción con un lote de control de 250 plantas del mismogrado de

desarrollo y se habia analizado el comportamiento cromatogra­

fico de los extractos por cromatografía en capa delgada.
Los resultados obtenidos con las extracciones de las

raices y las partes aéreas se pueden ver en la Tabla 4.

Las extracciones con solventes orgánicos fueron rea­

lizadas con extractores Soxhlet, las acuosas en cambio, en una

sola etapa,‘controlándose la total extracción de los productos
marcados mediante la medición de la radiactividad de los ex­

tractos.

Del análisis de la Tabla-4 surge que no hay un ex­

tracto principal dondese localice la actividad (ni siquiera
hay una gran diferencia entre raices y partes aéreas) y, lo

que es más importante, se ha perdido aparentemente casi el 90%
de la radiactividad entregada. Este resultado no estaba de

acuerdo con los resultados de Frank y Marion (81), quienes re­

cuperaban el 97%de la actividad entregada comohordenina-a­
14€.
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Fracción Cantidad Actividad Actividad Incorporación
específica total absoluta

(g) (dpm/mg) (dpm) (Z)

Eter de petróleo 0,335 1,40 x 103 4,69 x 105 0,06
Metanol 0,554 1,45 x 104 8,03 x 106 0,99

320 (f) 1,400 9,41 x 1o3 1,32 x 107 1,62

H20 (c) 0,780 1,36 x 104 1,06 x 107 1,30
Residuo 6,796 4,14 x 103 2,31 x 107 3,45

PARTE AEREA (7,96 g)

Fracción Cantidad Actividad Actividad Incorporación
especifica total absoluta

(g) (dpm/mg) (dpm) (Z)

Eter de petróleo 0,416 5,52 x 102 2,30 x 105 0,03
Metanol ’ 0,980 9,62 x 103 9,43 x 106 1,16

HZO(f) 1,270 1,40 x 103 1,78 x 106 ‘ 0,22
Residuo 5,290 1,88 x 102 9,95 x 105 0,12

Radiactividad remanente en 1a solución nutriente luego de 14 días:
2,50 x 107 dpm (equivalente a un 3,07% de la hordenina entregada).

14Tabla 4: Resultados de la inoculación de hordenina-a- C

(0,59 mmol - 0,37 mCi) a 600 plantas de Hauüummugane

de 8 dias de desarrollo, durante 14 dias,
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Estos autores inocularon plantas de cebada de 6 días

de desarrollo con hordenina-u-14C y las dejaron crecer 5 dias

más (posiblemente, el crecimiento no fuera más allá de los 11

dias, ya que solamente se les daba agua destilada y ningún

otro nutriente). Según los mismos, ese 97%de la radiactividad

estaba distribuido de la siguiente manera: 21%en el extracto

metanólico de las raices y 76%en los extractos básicos (hier

xido de sodio 0,5 N) de las mismas. De toda esta actividad, el
10%correspondía a hordenina sin metabolizar.

Debido a la similitud de ambas experiencias y a la

gran diferencia de resultados (no justificable por una varia­

ción de 2 dias en el desarrollo de la planta, por el tiempo

que se dejó el alcaloide en la misma, o por un cambio en la

variedad de cebada utilizada), y para confirmar los resultados

que aqui se informan, se repitió la experiencia anterior con
las siguientes variaciones.

Se introdujeron modificaciones, necesarias para tra­

tar de recuperar casi toda la radiactividad entregada y no apg

nas yn 10%comohabia ocurrido antes. Se razonó que esa pérdi­
da tenia que deberse a que el carbono a de 1a hordenina se uh;

caba en una molécula pequeña, comopodia ser dióxido de carbo­

no o trimetilamina. Si se trataba de dióxido de carbono, éste

se habria eliminado al ambiente durante los 14 dias que se de­

jó el alcaloide en la planta. Entonces, para confirmarlo, se
debía recoger el dióxido de carbono eliminado por las plantas.

Si en cambio, se trataba de trimetilamina (o de alguna otra

molécula pequeña), se podia haber perdido durante el proceso
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de secado del material vegetal. Entonces, se eliminaria esta

etapa al repetir la experiencia, comenzandolas extracciones
con metanol directamente.

Para recoger el dióxido de carbono expulsado por las

plantas hubo que hacer una serie de modificaciones en el sistg
maempleado para el crecimiento de las plantas. Estas fueron

colocadas en una cámara de vidrio con dos entradas: una para

liquidos (solución salina o solución de hordenina radiactiva)

y otra para gases, y una salida para gases. La iluminación, la

temperatura y el agregado de solución salina se mantuvieron

comoen la'experiencia anterior. Se estableció una circulación

forzada de aire filtrado y se recogió el dióxido de carbono

comocarbonato de bario, con una serie de trampas de solución

saturada de hidróxido de bario colocadas en la salida para ga­

ses. Previamente, se.rea1izó una experiencia sin usar material

radiactivo para controlar que no hubiera pérdidas de gases y

la adaptación de las plantas a este nuevo sistema. Además,
esto permitió conocer cuál era la cantidad de carbonato de

bario que se-obtenia en función del tiempo, proveniente de la

propia respiración de las plantas y del contenido en el aire.

En estas condiciones, plántulas de 8 dias fueron

inoculadas con hordenina-a-14C, y a distintos intervalos de

tiempo se recogió el carbonato de bario precipitado y se midió

su radiactividad, observándoseque éste era efectivamente ra­
diactivo.

Cuandola radiactividad expulsada disminuyó notable­

mente, se dio por terminada la experiencia (6 dias). La solu­
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ción salina remanente más el agua de lavado de las raices se

llevó a volumeny se determinó 1a radiactividad de una alícuo­

ta, encontrándose que restaba por absorber el 20,3%de la ra­

diactividad entregada.
Los resultados de la medición de radiactividad del

carbonato de bario se pueden ver en la Tabla 5, y para una ob­

servación directa, en la Figura 15.

Del análisis de los resultados de la Tabla 5 surge

claramente que, descontando la cantidad de alcaloide sin meta­

bolizar, el carbono a de hordenina se elimina comodióxido de

carbono. Este resultado confirmó plenamente los de nuestra ex­

periencia anterior, teniendo en cuenta que aquélla duró 14

dias y ésta solamente 6 dias. Noes posible explicar el resul­

tado obtenido por los otros autores (81,107). La pérdida de

casi el 90%de la actividad en la primera inoculación se debió

a su expulsión comodióxido de carbono.
El resto de la radiactividad se encontró en el ex­

tracto_metanólico de las raices, ya que en él habia un 9,8%

de lo entregado, con lo cual se totaliza un 97%_derecupera;
ción de radiactividad. Por otra parte, la actividad encontra­
da al hacer la extracción de las partes aéreas fue desprecia­
ble. Este hecho confirma que se trata de un metabolismo de

raiz. No fue posible analizar los componentesactivos de ese

extracto por la pequeña masa de que se disponía, dejando en­

tonces la investigación de los productos intermedios de la de­

gradación del alcaloide para la inoculación de un trazador'

marcado en una posición más favorable para este tipo de análi­
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sis. O sea, con la marcación en un carbono que no se elimine

tan rápidamente, comoposiblemente fuera el carbono unido al
anillo aromático.

100%

80% .__ __. ___ __. __. __. __. __. .__ .__ __ —— _­

50%

Tiempo, horas

Figura 15: Curva de expulsión de 14CO2en función del tiempo,
por plantas de HondeumvuLgtszde 8 días de desarro­

llo, inoculadas con hordenina-ael4c.
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Tiempo Baco Actividad Actividad 14C02 Formación Recuperación3

total específica total de 14C02 de actividad

01) (m8) (dpm/ms) (dpm) (1111101) (11m01/h) (Z)

2,0 801 2,29 x 103 1,83 x 106 1,0 0,5 0,8

4,0 165 1,86 x 104 3,07 x 106 2,8 0,9 2,2

6,0 166 2,81 x 10‘ 4,65 x 106 5,5 1,4 4,3

8,0 161 3,11 x 10‘ 4,99 x 106 8,4 1,5 6,5

20,5 993 2,51 x 10‘ 2,49 x 107 22,0 1,2 17,7

26,5 500 2,17 x 10‘ 1,09 x 107 29,1 1,1 22,6

30,8 337 1,94 x 10‘ 6,54 x 106 32,9 0,9 25,5

47,6 1241 1,74 x 104 2,16 x.107 45,6 0,8 35,2

56,6 616 1,67 x 104 1,03 x 107 51,4 0,6 39,8

71,2 835 1,96 x 10‘ 1,64 x 107 60,6 0,6 47,2

124,0 2632 1,67 x 10‘ 4,41 x 107 86,0 0,5 67,0

Tabla 5: Formación de 14CO2 en plantas_de Hondeumvulgaluz, luego

de la administración de hordenina-a-14C (21,1 mg ­

128 umol; actividad especifica: 1,74 x 109 dpm/mmol).
Radiactividad remanente en 1a solución nutriente lue­

go de 124 h: 4,52 x 107 dpm (correspondiente al 20,3%

de la radiactividad entregeda, equivalente a 26 umol
de hordenina—a-14C).
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4
INOCULACION DE HORDENINJïk-B"l C Y ESTUDIO DE SU DEGRADACION

1. Introducción:

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con las

inoculaciones de hordenina-a-14C a plantas de cebada de 8 dias

de desarrollo, que demostraron la transformación total del car
bono marcado en dióxido de carbono, se planeó una nueva expe­

riencia con otro trazador radiactivo: hordenina-B-14C, que po­
see la marca en el otro carbono de la cadena alifática del al­

caloide.

Se decidió marcar la posición B al grupo dimetilami­

no de hordenina porque a primera vista presentaba una serie de

ventajas. La primera de ellas era que la marca en esa posición,

vecina al carbono que se elimina por oxidación a dióxido de

carbono, podria permitir aislar metabolitos intermedios sin
pérdida de la radiactividad, aun cuandola cadena lateral tu­

viera uno solo o ambos carbonos. Otra posible ventaja era que

mientras la unión de tipo bencilica entre C-a y C-B se rompe,

era muchomenos probable que se fracturara la unión entre el

C-By el anillo aromático, lo cual permitiría seguir el curso
metabólico del mismo.

Por otra parte, debido a que la absorción del alca­

loide por raiz es muyrápida, y observando la expulsión de di­

óxido de carbono radiactivo (ver Tabla 5 y Figura 15; en pági­

nas 46 y 45, respectivamente) proveniente de la inoculación de

hordenina-u-14C, se pensó que el intervalo de tiempo más ade­
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cuadopara finalizar esta nueva experiencia debia estar entre

las 20 y las 30 horas desde la inoculación del trazador radiag

tivo. El razonamiento seguido fue el siguiente: en unas pocas

horas (4 a 6) se habia absorbido la mayor parte del alcaloide,

y a las 30 horas ya se habia eliminado como dióxido de carbono

el 25%del carbono a de la hordenina entregada. Por lo tanto,

quedaria aún un 75%de metabolitos conteniendo el carbono a de

hordenina (incluyendo la hordenina sin absorber). Ya que se

buscaban metabolitos intermedios de la degradación de hordeni­

na a dióxido de carbono, además del destino de la otra porción

de la molécula (anillo aromático y carbono B), éste fue el in­

tervalo de tiempo elegido para efectuar los nuevos ensayos.

La sintesis de la hordenina-B-14C fue realizada por

metilación reductiva de tiramina-B-14C (ver Capitulo II, pág.

24 y Capitulo III, pág. 128).

2. Inoculación de hordenina-B-14C:

La experiencia se realizó en las mismas-condiciones

que la primera inoculación de hordenina-a-14C. Se tomaron 400

plantas de cebada de 8 dias de desarrollo colocadas en los re­

cipientes de vidrio ya descriptos y se inocularon con 157 mg
de hordenina-B-14Cdisueltos en 1a solución nutriente (dosis:

0,39 mgde base libre por planta - actividad especifica:

4,30 x 108 dpm/mmoló 0,19 mCi/mmol- actividad total entrega­

da: 4,08 x 108 dpm).
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Luegode 24 horas, se cortaron las plantas, separan­

do partes aéreas y raices, y lavándolas con agua destilada.

‘ El liquido de lavado se juntó con la solución nutrieg
-te remanente y se midió su volumen; luego se midió la radiacti

vidad de una alícuota de esa solución, determinándose que co­

rrespondía al 25,7%de la actividad entregada comohordenina­

8-14C. Las planticulas habian absorbido el 74,3%de la borden;

na entregada, valor que resultaba coherente con las determina­

ciones de velocidad de absorción del alcaloide por raiz, ante­
riormente realizadas.

Para confirmar si‘la radiactividad remanente en so­

lución era debida a hordenina-B-14C sin absorber y no a algún

-otro metabolito que contuviera a ese C-B, excretado por las
raices, se realizó la siguiente experiencia. La solución nu­
triente remanente, más los liquidos de lavado se llevó a pH 1

(para evitar pérdidas de bases) con ácido clorhídrico y se lig
filizó. El residuo se neutralizó con solución de hidróxido de

amonio y se llevó nuevamente a sequedad a presión reducida. En

estas condiciones no se pierden bases (hordenina y otras B-fe­

niletilaminas relacionadas) porque la presión desciende sólo
hasta 30 Torr, en cambioal liofilizar la presión llega a ser

de 0,05 Torr. A continuación, el residuo se sublimó en las mig

mascondiciones que las utilizadas para la purificación de la
hordenina. De esta forma se recuperaron 35 mg de una sustancia

de similar comportamiento cromatográfico (en cromatografía en

capa delgada - CCD)que hordenina, y cuya identidad fue config

mada por espectrometria de masa (EM).La actividad especifica
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del producto era la mismaque la de la hordenina de partida:

4,30 x 108 dpm/mmol.Este resultó ser el único producto activo

de esa solución y su actividad total (9,12 x 107 dpm) represen
taba el 87%de la radiactividad no absorbida, con lo cual se

confirmó que la radiactividad remanente en la solución salina
era debida solamente a hordenina-8-14C sin absorber. El resi­

duo de la sublimación no mostró un nivel de radiactividad sig­

nificativo. Este ensayo no se pudo realizar en las experien­

cias anteriores por la pequeña masa de hordenina remanente de

que se disponía, dado el mayor tiempo empleado en dichas expe­
riencias.

El análisis del material vegetal cosechado, sin se­

car, se realizó de la siguiente manera. Por separado, se mo­

lieron en mortero, con ayuda de arena lavada, las raices y par
tes aéreas y luego se sometieron, también por separado, a ex­
tracciones con metanol en sendos extractores Soxhlet. Conviene

recalcar que el intervalo de absorción del alcaloide fue de
24 horas, pero se considera que el tiempo para la degradación

fue ligeramente mayor: 26 horas, ya que el primero finaliza al
extraer las plantas de la solución nutriente y el segundoal
inactivar el sistema enzimático degradativo, lo que debe ocu­
rrir recién durante el tratamiento con metanol. La diferencia

entre ambosintervalos, 2 horas, fue el tiempo necesario para

cortar, lavar, moler y poner a extraer las 400 plántulas emplg
adas en la experiencia.

Comoel residuo proveniente de la extracción metanó­

lica de las raices todavia mostraba un significativo porcenta­
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je de radiactividad, se hizo una extracción con agua. Este prg
cedimiento no se siguió con las partes aéreas porque su resi­

duo de extracción con metanol tenía muypoca actividad.
Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 6.
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-Fracci6n Cantidad Actividad Actividad Incorporación

especifica total absoluta
(g) (dpm/mg) (dpm) (%)

Raíces

Metanol 2,28 7,76 x 1o4 1,77 x 108 43,4

Agua 0,68 3,12 x 104 2,12 x 1o7 5,2

Residuo 1,81 4,27 x 104 7,73 x 107 18,9

Parte aérea

Metanol 0,93 1,30 x 104 1,21 x 107 3,0

Residuo 1,62 7,48 x 10 1,21 x 1o 0,3

Radiactividad remanente en la solución salina luego de 24

horas: 1,05 x 108 dpm (25,7% de la radiactividad entregada

comohordenina-B-14C).

Tabla 6: Resultados de la inoculación de hordeñina-B-14C

(0,95 mmol - 0,18 mCi) a 400 plantas de Hamkummugahe

de 8 días de desarrollo, durante 26 horas.



-53­

3. Análisis de las fracciones radiactivas:

Se analizaron las 3 fracciones provenientes de los

tejidos de raíz. Estas 3 fracciones contenían el 95%de la ra­

diactividad incorporada. Las fracciones eran: el extracto me­

tanólico de las raíces, el extracto acuoso de las mismasy el
residuo insoluble de estas extracciones.

A) Análisis del extracto metanólico:

Este extracto fue llevado a sequedad a presión redu­

cida y se eliminaron los lípidos tratando al residuo 2 veces

con éter de petróleo. Los extractos etéreos se juntaron, se

evaporó el solvente a presión reducida y se determinó la acti­

vidad del residuo, siendo ésta despreciable. Luego, el remanen
te del extracto original se fraccionó por cromatografía en co­

lumnade sílicagel, eluyendo con cloruro de metileno y canti­

dades crecientes de metanol, hasta llegar a metanol puro y por
último con una mezcla de 97%de metanol y 3%de ácido clorhí- ­

drico (c). Cada fracción de la columna fue controlada por cro­

matografía en capa delgada (CCD)y por medición de su radiac­

tividad, reservándose solamente aquellas fracciones que tenían

un nivel de radiactividad significativo. El perfil de elución
de las fracciones activas de esta columnapuede verse en la

Figura 16.
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Figura 16: Separación por cromatografía en columna de las frag
ciones radiactivas del extracto metanólico de las

raíces de fwndumiwumane,inoculadas con hordenina­

B-l4c.
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De las fracciones marcadas con í, g y 2 (en la Figu­
ra 16) fue posible aislar hordenina, tiramina y el ácido p-hi­

droxibenzoico, respectivamente, identificados por comparación

con patrones en cromatografía en capa delgada (CCD)y por EM.y,

en el caso de hordenina, también por cromatografía gas-líquido

(CGL)y por cromatografía gas-líquido acoplada a espectromeé

tría de masa (CGL-EM)de su derivado trimetilsililado. El cro­

matograma(obtenido por corriente iónica total) y el espectro

de masa correspondientes, pueden verse en las Figuras 17 y 18,

respectivamente. Los resultados del análisis de estas fraccio­
nes se encuentran resumidos en la Tabla 7 (pág. 68).
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Figura 17: Cromatograma,obtenido por registro de la corriente
Íónica total, de la fracción í trimetilsililada
(tiempo de retención, en minutos).
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Figura 18: Espectro de masa de O-trimetilsililhordenina, obte­

gura 17.

nido en el máximodel pico cromatográfico de la Fi­

Del análisis de esos valores (Tabla 7) surgen algu­
nas conclusiones interesantes. En primer lugar, entre las 3
sustancias se recupera sólo el 70,9%de la radiactividad ini­
.cial del extracto metanólico. El casi 30%faltante no puede

atribuirse totalmente a pérdidas de material en los distintos
pasos de purificación y deja un margen para la presencia de
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metabolitos intermedios entre tiramina y el ácido p-hidroxibeg
zoico que, debido quizás a su baja concentración, no se pudie­
ron aislar.

Ha sido descripta la presencia en organismos superig

res e inferiores (no en plantas) de una enzima, la monoamino
oxidasa (MAO),que cataliza la reacción de desaminacién oxida­

tiva. En particular, de un microorganismose ha aislado la ti­

ramina oxidasa, la que cataliza la transformación de tiramina

en p-hidroxifenilacetaldehido, que podria haber Sido uno de

los intermediarios en la degradación (138). En nuestro caso,

la búsqueda de una MAOpor el método de Krajl (139) condujo a

resultados negativos.

Dicho compuesto puede luego haberse sucesivamente

oxidado a p-hidroxifenilacético, p-hidroximandélico y p-hidro­
xibenzaldehido, que serian asimismointermediarios posteriores

en la conversión de tiramina en p-hidroxibenzoico.
Varios de estos productos fueron detectados_en estu­

dios comparativos utilizando cultivos de células (82,137).
Por otra parte, considerando las actividades especi­

ficas, es dable observar que la del ácido p-hidroxibenzoico es

la menor, lo cual seria indicatiVO de que el mismoestá metabg

lica y estructuralmente más alejado de la hordenina que la ti­

ramina, la que para su formación, sólo necesita de un par de
desmetilaciones de la hordenina.

Finalmente, comparandola actividad especifica de la
hordenina aislada con la de la hordenina inoculada, se observa

que la dilución de ésta es solamente 1,73; lo cual significa
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que la cantidad de hordenina endógena es aproximadamente simi­
lar a la cantidad de hordenina inoculada.

El hecho de que no haya sido posible aislar N-metil­

tiramina, que fue buscada especialmente, puede tener su origen

en dos causas: que la desmxilación de hordenina no es secuen­

cial, lo cual parece poco probable, o que la segunda desmetilg
ción es muchomás rápida que la primera y entonces la concen­

tración de N-metiltiramina seria muypequeña. Esta indetermi­

nación fue resuelta con la inoculación de hordenina(metilo-13C2)
comose discutirá más adelante.

B) Análisis del extracto acuoso:

El extracto acuoso mostraba un 5,2% de la actividad

total entregada y se procedió a su análisis, en busca de las
sustancias responsables de esa radiactividad. La solución se
llevó a pH1 con ácido clorhídrico y se eliminó el solvente

por liofilización. El análisis por_CCDdel residuo mostró 1a

presencia de hordenina y tiramina Ípor comparación con patro­
nes). Para averiguar cuál o cuáles de los productos de ese ex­

tracto eran radiactivos, se midió la radiactividad a lo largo
de toda la capa delgada, encontrándose que ésta estaba igual­

mente distribuida entre las zonas correspondientes a hordenina
'y-a tiramina. No se encontró radiactividad en el origen ni en
otras zonas.

Se procedió entonces al aislamiento de ambassustan­

cias y asi.confirmar su identidad. Esto se logró neutralizando
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el residuo y sublimando, primero en las condiciones de purifi­

cación de hordenina (105-110°Cy 0,0005 Torr), obteniéndose

7,0 mgde un sólido blanco que resultó ser idéntico a hordeni­

na (por CCDy EM). A1 aumentar la temperatura a l40-150°C su­

blimó otro producto que, también por CCDy EM, se identificó

comotiramina (7,2 mg). Estos resultados también se encuentran

resumidos en la Tabla 7 (pág. 68). La actividad específica de

estos dos productos fue casi la mismaque en el extracto meta­

nólico, lo que parecería indicar que, en amboscasos, los alca

loides provienen de la mismafuente (los provenientes del ex­

tracto acuoso, en realidad, eran ligeramente más activos). Es­

to, que a primera vista resulta lógico, es, sin embargo, moti­
vo de atención debido-a la distinta solubilidad de ambassus­

tancias en metanol, lo cual indicaría alguna diferencia en la

formaen que los alcaloides están ligados al tejido vegetal

particular, ya que una parte fue extraíble por metanol y otra
n00

C) Análisis del residuo de extracción:

El residuo sólido remanente de las extracciones con

metanol y con agua todavía contenía una fracción importante de

la radiactividad total entregada (18,9%). Este residuo estaba
formadopor los materiales estructurales de las raíces de la

plantaz-polisacáridos, proteínas y lignina. Parecía poco pro­
bable que el alcaloide aromático se hubiera transformado en un

azúcar, y según Frank y Marion (81) no había recarboxilación
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de 1a tiramina para dar el aminoácido tirosina y con él marcar

las proteinas. Por lo tanto, la única sustancia que quedaba

con posibilidades de llevar la marcación era la lignina. Ade­

más, los mismosautores sugerian una cierta incorporación de

la marcación de la hordenina-a-14C en la lignina, resultado

que, comoya se indicó anteriormente, no se pudo confirmar

(ver Capitulo II, pág. 38, y Capitulo III, pág. 133).

Se dividió entonces el residuo en 4 partes y se rea­

lizaron distintos ensayos sobre el mismo.

C1) Aislamiento de lignina:
La lignina es un material

muy complejo de peso molecular mayor que 10.000. Las diferen­

cias quimicas y estructurales que existen entre la lignina y
las otras dos clases de polimeros naturales, los polisacáridos_
y las proteinas, son muyprofundas: la lignina es casi total­
mente insoluble en los solventes comunes, no es hidrolizable

fácilmente en sus monómerosy carece de la estructura regular

caracteristica de los otros dos polímeros. Entgeneral, se 1a
describe comoun polímero estático de unidades de oxifenilpro­

pano. Proviene del acoplamiento de unidades de alcohol conife­
rïlico (XIV):

CHZOH

H C0 XIV
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y otros monómerosrelacionados (en general de estructura C6-C3).
La enzima responsable de la polimerización parece ser una pero

xidasa, por un mecanismoradicalario, que justifica los distin_
tos tipos de uniones observadas entre los monómeros(108,109).

Comola lignina es insoluble en su estado natural,

el aislamiento de la mismapara su estudio representa un gran

problema en la quimica de la lignina. Para ciertos propósitos,

sin embargo, no es necesario aislar la lignina en estado puro
ya que las diferencias químicas entre ella y los polisacári­

dos permiten hacer los ensayos solamente con un producto libre

de material extraíble. Sin embargo, cuando se hace necesaria

una separación de los componentespara obtener una lignina li­

bre de impurezas, aparecen problemas debidos a los cambios es­

tructurales que puedenocurrir en la lignina durante el proce­
so de purificación (108).

Para confirmar entonces que el resto de la radiacti­

vidad estaba en 1a lignina, se decidió aislarla por el método
descripto por Bondi y Meyer (110), quienes estudiaron la lig­
nina de distintas Gramineas.

- Con este propósito, se tomaron 400 mg del residuo de

extracción y se sometieron al proceso de purificación descrip­
to por esos autores, que consistió en un tratamiento con hi­

dróxido de sodio 0,5 N a 80°C durante 12 horas con agitación

continua y luego filtración. Sobre el residuo se repitió el
tratamiento dos veces más. La solución básica se concentró a

presión reducida a la tercera parte de su volumenoriginal y
luego se acidificó con ácido sulfúrico, donde se produjo la
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precipitación de la lignina. Para purificar este producto cru­
do, se lo disolvió en la mínima cantidad de hidróxido de sodio

1,25 N y se agregaron Á volúmenes de etanol y luego ácido sul­

fúrico para neutralizar. Esta suspensiónresultante se centri­

fugó y se separó el sobrenadante. Al evaporar el etanol, preci
pitó la lignina. Este proceso de purificación se repitió una

vez más y luego se determinó la actividad de la lignina resul­

tante, cuya masa era de 133 mg. La radiactividad medida resul­

tó ser de 1,28 x 105 dpm/mg, lo que teniendo en cuenta la frag

ción de la masa total empleadapara aislarla, significa que la

lignina de raiz contenía casi el 100%de la actividad del res;
duo inicial. Posteriormente, se realizó un segundo aislamiento

de lignina a partir-de otros 400 mgdel residuo insoluble, ob­

teniéndose casi la mismacantidad de lignina que en el caso an

terior (135 mg), cuya actividad especifica era aproximadamente

igual (1,25 x 105 dpm/mg).

En vista de estos resultados, se realizaron análisis

sobre este material y sobre el residuo original sin aislar la
lignina. En amboscasos, log resultados obtenidos fueron simi­
lares.

El primer análisis realizado fue la búsqueda de re­

siduos de ácido p-hidroxibenzoico que estuvieran esterificando

los grupos hidroxilo de la lignina. Esta búsqueda tenia su jug
tificación en el hecho de que ya se habia aislado este ácido

en uno de los extractos (y por lo tanto era un constituyente
que el vegetal podia utilizar), y en los trabajos de Smith
(1111, quien ya habia encontrado el ácido p-hidroxibenzoico en
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muestras de lignina. En un ensayo de posibilidades y siguiendo

la técnica de hidrólisis básica, seguida de acidificación y
extracción con éter etílico, descripta por este autor, fue po­
sible aislar e identificar (por CCDy EM)una fracción de áci­

do p-hidroxibenzoico de actividad especifica igual a

1,58 x 108 dpm/mmol. Debido a la pequeña cantidad de producto

que se aisló en ese ensayo preliminar, se realizó un tratamien
to similar pero partiendo de 800 mgdel residuo insoluble, de

donde se pudieron aislar sin inconvenientes 6,0 mg del ácido

buscado. Teniendo en cuenta que la masa total del residuo era

de 1,81 g, se calculó el dato de 13,2 mg-de ácido p-hidroxiben

zoico que está en la Tabla 7. La pregunta que surgió con estos

resultados fue la siguiente, ¿por qué no se hidrolizó y liberó

el ácido durante el aislamiento de la lignina? La respuesta es

que debió haberse hidrolizado, pero que no se separó de la lig
nina, siendo arrastrado por ésta durante su precipitación, te­
niendo en cuenta además que el agua es un buen solvente de re­

cristalización para este ácido. .
- La prueba de que no se habia separado se encontró en

la recuperación de actividad de la lignina. Si se hubiera per­

dido algo de ácido p-hidroxibenzoico deberia haberse observado

una disminución de la actividad recuperada del orden del 20%,

que corresponde a la actividad total que tiene el ácido aisla­

do de la lignina, hecho que no se produjo.

La actividad especifica de esta Ïracción de ácido
p-hidroxibenzoico (1,58 x 108 dpm/mmol)es comparable a la ac­
tividad del ácido aislado en el extracto metanólico
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(1,69 x 108 dpm/mmol). La primera es ligeramente menor, lo que

indicaria, comoes lógico, que esta fracción de ácido p-hidro­

xibenzoico se encuentra un poco más adelante en el camino me­

tabólico y podria haberse diluido con producto endógeno.

El segundoanálisis realizado sobre 1a lignina (o sg
bre el residuo original) consistió en una oxidación alcalina
con nitrobenceno. Conesta reacción se obtienen aldehïdos:

p-hidroxibenzaldehido (XV),vainillina (XVI)y siringaldehído

(XVII)

HO CHO HO

CH
3 CH3 ocn3

OH OH OH

g XVI XVII

que varian en númeroy proporción según la familia y la espe­
cie de planta. En el caso de las Granineas (110), se obtienen

solamente p-hidroxibenzaldehido y vainillina, en una propor­

ción de alrededor del 20%respecto de la cantidad total de lig

nina presente.
Para esta determinación se usó el micrométodo de

Stone y Blundell (112), en recipientes herméticos de acero ing
xidable de 2 ml de capacidad (para que resistieran las condi­
ciones de la reacción: hidróxido de sodio 2 N a 160°C). La

identidad de los aldehïdos producidos se confirmó por cromato­
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grafia en papel (CP), revelando con solución de 2,4-dinitrofe­

nilhidrazina y comparandocon sustancias patrón (vainillina y

p-hidroxibenzaldehido). La cantidad de cada aldehido presente

se determinó espectrofotométricamente, luego de eluidos, me­

diante la comparación con las curvas de calibración correspon­
dientes construidas con soluciones de concentración conocida

de p-hidroxibenzaldehido y vainillina.

Para averiguar si alguno de estos aldehidos era ra­
diactivo, se midió la radiactividad de un papel cromatográfico

ya desarrollado, donde se habia cromatografiado la mezcla de

reacción, previamente neutralizada, junto con patrones de p­

hidroxibenzaldehido y vainillina. De esta manera se pudo deter
minar que un 19,4%de la radiactividad estaba localizado

en la zona correspondiente al p-hidroxibenzaldehido y que el

80,6%restante quedaba en el origen. La zona correspondiente

a vainillina no mostró.actividad.
De la cantidad total de lignina procesada (la deter­

minación también se puede hacer con el residuo de extracción,

sin aislar-la ligninal, sólo se_produCeun 20%de aldehidos

(estimado espectrofotométricamente) y en relación 1:1. El por­

centaje total de aldehidos está de acuerdo con las observacio­

nes anteriores de Bondi y Meyer (110), no asi la proporción de
cada uno. Estos autores enCOntraronuna relación vainillina:

p-hidroxibenzaldehido 2:l,_mientras que los resultados que

aqui se indican muestran una relación 1:1. Hay que aclarar,
sin embargo, que estos autores trabajaron con fündumamuwüwmy

no con Hondeumvalgan.
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La actividad especifica estimada del p-hidroxibénzai
7 dpm/mmol) fue la más baja de todas las en­dehído (3,04 x 10

contradas, lo que parecería indicar que la lignina se trata
del producto más alejado metabólicamente, de la hordenina.

Los resultados obtenidos en los análisis de las frag
ciones radiactivas, se encuentran resumidas en la Tabla 7.
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Fracción Producto Cantidad Actividad Actividad

identificado especifica total
(mg) (dpm/mmol) (dpm)

Metanol hordenina 33,1 2,48 x 108 4,97 x 107

tiramina 37,5 1,97 x 108 5,38 x 107

ácido p-hidro­

xibenzoico 18,0 1,69 x 108 2,20 x 107

Agua hordenina 7,0 2,50 x 108 1,06 x 107

tiramina 7,2 2,02 x 103 1,06 x 107

Residuo p-hidroxiben­

zaldehïdoi 60,2 3,04 x 107 1,50 x 107

ácido p-hidro­
xibenzoico 13,2 1,53 x 108 —1,51 x 107

* La masa de p-hidroxibenzaldehido fue estimada por su absor­

ción al UV(ver Capitulo III, pág. 153) y por lo tanto fue

estimada también su actividad especifica.

Tabla 7: Productos aislados e identificados de distintas frac­

ciones de las raices de HoadeumvuLgMeinoculadas con

hordenina-B-14C.
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4. Conclusiones:

La inoculación de hordenina-B-14C permitió sacar las

siguientes conclusiones. Antes de la pérdida del C-a comodió­

xido de carbono se debe haber producido una N-desmetilación tg

tal del alcaloide, no pudiéndose determinar si se produce en

etapas o en un solo paso, para formar tiramina. Esta amina su­

frió una degradación oxidativa de su cadena lateral, perdién­

dose el carbono a comodióxido de carbono y quedando un resi­

duo CG-Clque finalmente produce el ácido p-hidroxibenzoico.
En una etapa intermedia de la degradación de la ca­

dena lateral de la hordenina, debe haberse producido una es­

tructura C6-C1(quizás p-hidroxibenzaldehidol que pasa a for­
.marparte de la lignina de raiz. Paralelamente, parte de esta

unidad C6-Cl se sigue oxidando para dar el ácido p-hidroxiben­
zoico7 que fue encontrado tanto libre comoesterificando hidrg
xilos de lignina.

Este caso seria entonces una excepción a la regla

que decia que todos los precursores de-lignina debian tener 1a

estructura C6-C3, comose habia probado en los distintos tra­
bajos sobre la biosintesis de la lignina (108).

Sin embargo, existen antecedentes indicativos de que

unidades C6-C1, comoel ácido p-hidroxibenzoico o la vainilli­
na, pueden actuar como intermediarios en la formación de
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con lo que resultan en buenos precursores de lignina (113).
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INOCULACION DE HORDENINACMETILO-13C5) EN HOMOGENATOSDE RAICES

DE ¡Madum1vuigane. ESTUDIO DE SU DEGRADACION

Para dilucidar si la desmetilación de la hordenina

que conduce a tiramina era secuencial o en un solo paso, se

planeó observar, mediante una técnica no destructiva, el pro­

ceso de desmetilación a medida que éste se iba produciendo. La

técnica utilizada debia tener 1a suficiente sensibilidad para
poder detectar intermediarios, ya que, de los resultados de la

inoculación de hordenina-B-14Cse sabia que si la N-metiltira­

mina estaba presente, lo estaria en una concentración bastante

menor que la correspondiente a hordenina o a tiramina. Al mis­

motiempo, era necesario que la técnica de detección empleada

no destruyera el sistema enzimático de degradación del alcaloi

de y permitir asi una observación de la variación del proceso
en el tiempo y sus consecuencias sobre la cinética del mismo.

Estos propósitos se verian satisfechos empleandola

RMN_13c(127) para observar el proceso degradativo del alcaloi
de marcado con 13€ en ambos grupos N-metilos Cver<CapItulo_II,

pág. 26 y Capitulo III, pág. 130).

Se necesitaba además que el ensayo se llevara a cabo

con el sistema enzimático de la planta en un medio adecuado

para realizar 1a experiencia en un tubo de RMN.Debido a ello,

se probaron homogenatosde tejido de raiz, parcialmente puri­
ficados. La actividad de los homogenatos fue controlada median

te su capacidad para degradar hordenina-a-14C a dióxido de car

bono. Estos homogenatosse prepararon en solución reguladora
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de fosfato de sodio (0,1 M) de pH 7,2 con tejido de raíces de

plantas de 15 dias, desarrolladas en las mismascondiciones ag

teriores (ver Capitulo II, pág. 30 y Capitulo III, pág. 95 ).

Para ese objetivo, las raices fueron disgregadas en licuadora

en presencia de la solución reguladora, la mezcla fue luego

homogeneizadapor ultrasonido y finalmente centrifugada. Todas

estas operaciones se realizaron a temperaturas inferiores a
5°C. La solución resultante fue usada para los ensayos de ino­

culación del alcaloide radiactivo, incubando a 30°C. Como,da­

da su dilución, la cantidad de alcaloide que podia degradar

este tipo de homogenatoera insuficiente para obtener una bue­

na señal en el espectro RMN-13€,fue necesario concentrarlo

por ultrafiltración a través de una membrana.Los homogenatos

de tejido de raiz concentrados podian admitir una suficiente

cantidad de inóculo comopara poder estudiar la marcha del prg

ceso por RMN-13€.

Los resultados de las inoculaciones se presentan en
la Tabla 8.
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Medio de Cantidad y Actividad Actividad Cantidad de

incubación de hordenina-a-14C remanente(a) 14coz(b)
(pmol/ml) (dpm/ml) (dpm/ml) (umol/ml)

Solución

reguladora 0,35 4,2 x 10S 4,2 x 10S o

Homogenato

original 0,35 4,2 x 105 7,3 x 104 0,29

Homogenato

concentrado 3,00 3,5 x 106 2,0 x 106 1,3

Homogenato

regenerado 0,30 3,5 x 105 5,9 x 104 0,25

Residuo de

centrifugación 0,35 4,2 x 105 4,2 x 105 o

(a) Correspondiente a todos los metabolitos presentes que con­
tienen el C-a de hordenina.

Cb) Valones calculados.

Tabla 8: Degradación de hordenina-a-14C a 14C02 por homogena­
tos de raices de Hondewnvalga/Lea 30°C durante 14 h.
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Del análisis de los resultados presentados en la Ta­

bla 8 surge que el homogenato original elimina comodióxido de

carbono el 83%del C-u de la hordenina-a-14C entregada y lo

mismohace el homogenato regenerado. Este último se preparó

mezclando en las proporciones adecuadas el homogenato concen­

trado con el filtrado obtenido en el proceso de ultrafiltra­
ción. El homogenato concentrado (10 veces) no mostró 10 veces

más actividad, sino que sólo procesó un 43%de la hordenina

entregada, lo que corresponde a un aumento de actividad del

orden del 500%. Esto significa que el proceso de concentración

provoca la disminución de la actividad, aunque no de manera

irreversible, ya que el homogenatoregenerado vuelve a tener

la capacidad original. Esta pérdida de actividad no puede.atri
buirse a una desnaturalización enzimática por el proceso de
concentración, ya que en este caso ésta seria irreversible;

más bien puede deberse a la pérdida de cofactores de bajo peso

molecular que atraviesan la membranade ultraiiltración. Esta
pérdida de actividad, si bien es considerable, no impidió que‘

el homogenatopudiera ser utilizado para las.experiencias pro­
yectadas, ya que al concentrar 10 veces la actividad aumenta
5 veces. La caida de actividad se hizo más marcada con el ho­

mogenato concentrado 20 veces usado finalmente en la experien­

cia de RMN-13€, 1a cual, aunque tomó algo más de tiempo, tam­

bién pudo realizarse.

Los espectros de RMN-13€con desacbplamiento total
de 1H se registraron a distintos tiempos. Al comienzo de la

experiencia se detectó solamente una señal a_43,73 ppmcorres­
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pondiente a los grupos -N(13QH3)2.La intensidad de esta señal
fue decreciendo con el tiempo y simultáneamente aparecio y fue

creciendo una segunda señal a 35,62 ppm, que fue asignada al

grupo -NH-l3gH3. Algunos de estos espectros se presentan en la
Figura 19. Luego de 48 horas, la señal correspondiente a hor­

_denina desapareció, indicando que la remoción de uno de los

_grupos N-metilos fue completa. La representación gráfica de

las intensidades de ambasseñales en función del tiempo se

muestra en la Figura 20.
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cb

n

43.73 35.62

Figura 19: Espectros de RMN-13C de 1a incqpación de hordenina

(metilo-13C2) en homogenatos de raices de Roldan!
wúgana a) 0 h; b) 21,17 h; c) 33,46 h; d) 46,83 h.
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Intensidad
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Figura 20: Intensidad de las absorciones de los grupos -N-13gfi3
de hordenina (0) y N-metiltiramina (A) en función

del tiempo.
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Estos resultados indican que la desmetilación de ho;
denina a tiramina no se produce en una sola etapa, sino que

comoya habia sido propuesto por otros autores (81,82), invo­

lucra dos pasos: formación inicial de Númetiltiramina y degra­

dación de ésta a tiramina (que en esta experiencia no_puede

detectarse porque no lleva marcación). No hay duda, sin embar­

go, de que esta amina realmente se produce porque fue aislada

durante el análisis de los productos radiactivos provenientes
de la inoculación de hordenina-B-14C (ver Capitulo II, pág.

53).

De la observación de 13 Figura 20 puede deducirse

que la segunda desmetilación fue más rápida que la primera y

que el producto intermedio, la N-metiltiramina, no alcanza un

valor de concentración comparable al de hordenina. ¿sto podria

explicar por qué el intermediario no fue detectado durante el
análisis de las fracciones radiactivas provenientes de la ino­
culación de hordenina-B-14C (ver Capitqu II, pág. 59).

La ausencia de otro tipo de señal al final de la ex­

periencia, que mostrara el destino final de los grupos —13CH3
podria tener tres causas. Unaprovendria de postular la dispeE
sión de los grupos metilos entre muchosproductos distintos,

con la consecuente dilución. Tambiénpodria suponerse la pér­

dida de estos grupos metilos comodióxido de carbono, cuya se­

ñal de resonancia (o la del ion bicarbonato) seria muydificil

de observar en las condiciones en que fue realizada la expe­

riencia debido al alto valor de su tiempo de relajación longi;

tudinal (T1). Finalmente, tampocose puede descartar la incor­
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poración de estos grupos metilos en compuestoe de alto peso m9

lecular, comopor'ejemplo, proteinas, cuyas señales de resonag

cia tampocoserian ohservables en las condiciones experimenta­

les empleadas, debido a1 pequeño tiempo de relajación trans­

versal (T2) de estos carbonos (128).
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INOCULACION DE HORDENINA(METILO- 14€”) EN PLANTAS DE anduun

wumane Y ESTUDIO DE SU DEGRADACION

Para tratar de determinar cuál era el destino final
de los grupos N-metilos,'hecho que no habia podido dilucidarse

con la inoculación de hordenina(metilo-13C2) en homogenatos de
raices, se decidió marcar la mismaposición (los grupos N-meti

los) con carbono-14. La sintesis de hordenina(metilo-14C2) ya
fue descripta anteriormente (ver Capitulo II, pág. 29 y Capi­

tulo III, pág. 131).

- Unade las posibilidades que se habia postulado con

los resultados obtenidos con hordenina(metilo-13C2) era que
los grupos Ñ-metilos se eliminaran comodióxido de carbono, cg '

ya señal de resonancia era muydificil de observar en las con­

diciones en que se realizó la experiencia.
Para confirmar si el dióxido de carbono era realmen­

te el destino final de estos carbonos, se hicieron desarrollar

las plantas en un sistema similar al empleadodurante la ino­

culación de hordenina-a-l4d, para recoger el dióxido de carbo­

no expulsado por las plantas comocarbonato de bario (ver Ca­

pitulo II, pág. 38).
La experiencia presente fue realizada en condiciones

similares a la anterior. La única diferencia introducida fue

que se evitó el agregado de solución nutriente en dias subsi­

guientes a_la inoculación para lograr aumentar la absorción
del alcaloide radiactivo.
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Se tomaron 50 plantas de 8 dias de desarrollo y se

inocularon con 18,2 mg (110 pmol) de hordenina(metilo-14C2)
(actividad especifica: 1,50 x 109 dpm/mmol),disueltos en

25 m1de solución salina nutriente. El dióxido dehcarbono se

fue recogiendo comocarbonato de bario a distintos tiempos du;

rante 6 dias y se midió su radiactividad.

Los resultados obtenidos se pueden ver en la Tabla 9

y en la Figura 21, que permite una observación más directa.
Estos resultados muestran claramente la conversión

casi total de los carbonos metilicos en_dióxido de carbono,
con lo que quedan totalmente descartadas las otras dos posibi­
lidades enunciadas anteriormente, durante la discusión de los

resultados de la inoculación de hordenina(metildfl3cz), o sea
la incorporación en proteinas o la dilución de la marca en dig
tintos productos.

El carbonato de bario recogido tenia el 94,6%de la

radiactividad entregada. Al analizar la solución nutriente re­
manenteal finalizar la experiencia, se encontró que ésta te­
nia una radiactividad residual carrespondiente al 3,4%de la

hordenina entregada.
A1 hacer sendos extractos metanólicos con las raices

y las partes aéreas de las plantas se encontró que mientras

que en el primero habia un 1,7% de la radiactividad entregada,

el segundoera prácticamente inactivo.

Entre las tres fracciones recogidas,_el carbonato de
bario, el resto de solución nutriente y el extracto metanólico
de las raices, se recuperó el 99,7%de la radiactividad entre­
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gada.

Estos resultados tampoco están de acuerdo con los

obtenidos por Meyery Barz (82) c0n cultivos de células, quie­

nes no encontraron una transformación significativa de horde­

nina(metilo-14C2) en dióxido de carbono radiactivo.
l

100%

50% —

Tiempo, horas

14C02 en función del tiempo,
por plantas de Homicumvalgan, de 8 dias de desarro­

Figura 21: Curva de expulsión de

llo, inoculadas con hordenina(metilo-14C2).
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Tiempo BaCO3 Actividad Actividad 14C02 Formación Recuperación

total específica total de 14C02 de actividad

(h) (mg) (dpm/mg) (dpm) (umol) (umollh) (Z)

2,5 150 2,32 x 103 3,49 x 105 0,2 0,1 0,2

5,0 57 6,41 x 103 3,65 x 1o5 0,5 0,1 0,4

22,8 1070 1,52 x 10" 1,63 x 107 11,2 0,6 10,2

26,0 118 2,70 x 10“ 3,19 x 106 13,1. 0,7 12,1

28,5 70 2,80 x 10“ 1,96 x 106 14,7 0,5 13,3

46,8 507 4,68 x 104 2,37 x 107 30,4 0,9 27,6

50,5 99 _5,72 x 104 5,66 x 106 34,1 1,0 31,0

72,0 507 5,85 x 104 3,43 x 107 56,9 i 1,1 51,7

143,0 1855 3,84 x 104 7,12 x 107 104,0 0,7 94,6

14C02 en plantas de andamwvulgame, luego

de la administración de hordenina(metilo-14C2)
(18,2 mg - 110 umol; actividad especifica:

1,50 x 109 dpm/mmol). Radiactividad remanente en la

solución nutriente luego de 143 h: 5,69 x 106 dpm

(correspOndiente al 3,4%de la radiactividad entrega­

Tabla 9: Formación de

da, equivalente a 3,7 umol de hordenina).

\
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CONCLUSIONES FINALES

Con los resultados obtenidos en las distintas expe­
riencias realizadas, es posible proponer un caminometabólico

para el alcaloide hordenina en plantas de fühdumuwugahe.

La degradación comienza por un proceso de desmetila­

ción en dos etapas, produciendo N-metiltiramina y a continua­

ción tiramina; los carbonos de los grupos N-metilos se elimi­
nan como dióxido de carbono.

La tiramina resultante continúa degradándoseh oxida­

tiVamente, eliminándose el carbono a al grupo amino tafibién
como dióxido de carbono.

La otra porción de la molécula de hordenina; gue lle

va el anillo aromático, se ha transformado en una unidad C6-Cl
(¿quizás p-hidroxibenzaldehïd07). Unaparte de ella pasa a for

nar parte de la lignina de raiz y otra se oxida al ácido p-hi­
droxibenzoico, que se encuentra tanto libre comoesterificando
grupos hidroxilos de la lignina de raiz.

Todo este camino se encuentra resumido en la Figu­
ra 22.
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Figura 22: Posible camino metabólico de hordenina en plantas

de Hondeum valga/Le.



CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL



-86­

GENERAL

Los puntos de fusión fueron determinados en un apara­

to de Fisher-Johns y no han sido corregidos.
Los espectros de absorción enïel infrarrojo (IR) se

realizaron en dispersión en Nujol, excepto en los casos en que

se indica lo contrario, con un espectrofotómetro Perkin-Elmer

modelo 421 o con un espectrofotómetro Perkin-Elmer modelo 137,
Infracord.

Los espectros de absorción en el ultravioleta (UV)se

realizaron en solución de etanol 95%con un espectrofotómetro

Beckman DK-ZA.

Los espectros de resonancia_magnetica nuclear-de 1H

(RMN-1K)se realizaron a 60 MHzcon un espectrómetro Varian A­

60 y a 100 MHzcon un espectrómetro Varian XL-100-15, los sol­

ventes deuterados utilizados se indican en cada caso, en todas

las determinaciones se utilizó tetrametilsilano (TMS)o 3-tri­

metilsililpropanosulfonato de sodio (DSS)comoreferencia inter
na. Los espectros de resonancia magnética nuclear de 130 (RMN­

13C) se realizaron a 25,2 MHzen un espectrómetro Varian XL-100­

15, trabajando con transformada de Fourier, con una computadora

620/L-100 y una unidad de discos magnéticos Sykes 7000.

Los desplazamientos químicos se expresan en 6 (ppm) y

las constantes de acoplamiento (J) en Hz; las señales se indican

en cada caso comos: singulete, d: doblete, ddz-doble doblete,

c: cuarteto, m: multiplete, o ba: banda ancha.

Los espectros de masa (EM)se realizaron a 70 eV en
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un espectrómetro de masa Varian-MAT CH-7A, comandado por una

computadora Varian-MATData System 166, con unidades de salida

TRCTektronix 4010 e impresora Tektronix 4631 o en un espectró­

metro Hewlett-Packard 5995 comandadopor una_computadora Hewlett­

Packard 9825; en todos los casos los espectros se determinaron
por introducción directa de la muestra en la fuente de iones.

Las mediciones de radiactividad se realizaron en un

espectrómetro de centelleo liquido Packard Tri-Carb 3003 o en

un Tracor Analytic Mark III. Las muestras se disolvieron en una

mezcla de 1 ml de agua y 14 ml de una solución centelleadora de

dioxano que contenía 100 g de naftaleno, 7,0 g de 2,5-difenil­

oxazol (PPO)y 300 mgde 1,4-bis-2-(4-metil—5-feniloxazolil)­

benceno (dimetil-POPOP) por cada 1000 m1; d en 15 m1 de una so­

lución centelleadora de tolueno que contenía 4,0 g/l de PPOy
250 mg/l de dimetil-POPOP, según se indica en cada caso.

Las cromatografias gas-liquido (CGL)fueron realiza­

das en un cromatógrafo gaseoso Hewlett-PacÉard 5830 A con de­

tector de ionización de llama, equipado con columnas de vidrio

de 1,80 m de longitud y 2 mmde diámetro interno, que conteni­

an como fase fija 0V-l7 3% sobre Chromosorb W-AW-DMCS(80-100).

La temperatura del horno se varió desde 120° hasta 220°C, a ra­

zón de 10°C/m.

La cromatografía gaseosa acoplada a espectrometria de

masa (CGL-EM)se realizó en un cromatógrafo Varian 1400 equipa­

do con una columna de vidrio de 1,8 m de longitud, rellena con

la misma fase fija empleada en la cromatografía gaseosa común.

Éste cromatógrafo estaba aceplado a un espectrómetro de masa
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Varian-MAT CH-7Ay todo el sistema era comandado por una compu­

tadora Varian-MAT Data System 166.

Las cromatografIas en capa delgada (CCD)se realizaron

utilizando comofase fija silicagel-G (Merck) y comoreveladores
vapores de iodo, solución de ninhidrina 0,1% en etanol (129), o

la observación de la coloración a la luz ultravioleta de 254 nm,

en las cromatografias analíticas. En las cromatografias prepa­

rativas (espesor: 1 mm)se empleó silicagel PF 254+366, obser­

vando a la luz ultravioleta de 254 y 366 nm. Los sistemas de de­

.sarrollo utilizados fueron: 1) cloruro de metileno-dioxano-agua

(2:1:1), fase inferior; 2) cloroformo-etanol (99:1); 3) cloruro

de metileno; 4) cloruro de metilenoÏmetanol_(98:2); 5) benceno­
acetona (95:5); 6) benceno-acetona (9:1); 7) cloroformo-meta­

nol-hidróxido de amonio 2 N (40:15:2); 8) éter de petróleo (frag

ción 60-80°C); 9) éter de petróleo (fraccion 60-80°C)-benceno

(1:1); 10) benceno; ll) cloruro de metileno-metanol (95:5); 12)

cloruro de metileno-metanol (4:1); 13) cloruro de metileno-me­

tanol-hidróxido de amonio (c) (175:75:1).

La cromatografía en columna se realizó utilizando co­

moadsorbente silicagel Davison (malla 100-200).

La cromatografía en papel (CP) se realizó utilizando

papel WhatmanN° 1, desarrollando con una mezcla de éter de pe­

tróleo (fracción 100-120°C)-étern-butIlico-agua (6:1:1), fase
superior, y revelando con solución de 2,4-dinitrofenilhidrazina
en etanol Ï112). La medición de la radiactividad distribuida so­

bre el papel cromatográfico se determinó con un instrumento

Packard 7201, equipado con un contador Geiger, registrador e in­
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tegrador.

El Protosol (marca registrada de NewEngland Nuclear)

empleadoen la disolución de tejidos vegetales es una solución
0,5 Mde una sal de amonio cuaternario.

El hidróxido de Hyamine (marca registrada de Rohm&

Haas) empleado en la determinación de actividad del dióxido de

carbono, es una solución 1 Mde hidróxido de p-(diisobutil)cre­
soxietoxietildimetilbencilamonio en metanol.

Los cianuros de potasio y de sodio marcados con carbo­

anl4 fueron adquiridos al Commisariat a l'Energie Atomique,
Francia.

El clorhidrato de tiramina-B-14C y el formaldehído­

l"1Cfueron adquiridos a The Radiochemical-Centre, Amersham, In­

glaterra.
E1 formaldehído-13€ fue comprado-a Merck, Sharp &

DohmeCanada Limited, Montreal, Canadár
Los solventes fueron evaporados a presión reducida por

debajo de 50°C.
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MATERIAL VEGETAL

Las semillas de andewnxngane (cebada) utilizadas eran

de la variedad MAGNIF102 INTAcosechadas durante 1978 y 1979.

Esta variedad de cebada cervecera fue desarrollada por el INTA

y proviene del cruzamiento de la variedad nacional MATERIAHEDA
con la variedad norteamericana QUINN,realizado en 1954.

En 1968, y luego de realizadas durante varios años

las pruebas de resistencia a enfermedades, pureza varietal, ren

dimiento y calidad industrial, se decidió inscribir a esta va­
riedad en los registros del Ministerio de Agricultura y Ganade
ria de la Nación, con el nombre comercial de MAGNIF102 INTA­

(114).

ENSAYOS DE GERÑINACION DE CEBADA

1. Condiciones generales de germinación y desarrollo

El crecimiento de las plantas se realizó en una cá­
mara de acrilico, con circulación forzada de aire caliente. Su

temperatura interna se reguló a 25°i 0,5°C en el centro de la

cámara, siendo la temperatura en el nivel inferior de 23°C.

Las plantas recibieron luz natural, suplementada con

dos tubos fluorescentes Sylvania tipo Gro Lux, de 20 Wcada uno.

Los ciclos de luz y oscuridad se regularon mediante un reloj in

terruptor, en 14 y 10 horas, respectivamente (117).
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2. Prueba de poder germinativo

200 semillas (9,0 g - peso promedio del grano: 45 mg,

lit.: 42,6 mg (114)), se sumergieron durante 60 minutos en agua

y luego se sembraron en una bandeja de 50 cm x 70 cm de acero

inoxidable llena con tierra. En estas condiciones, 185 plantas

crecieron normalmente durante 45 dias, con agregados periódi­

cos de agua para mantener la humedadde la tierra.

Este método, aunque permite el desarrollo de las plan

tas, no parecia ser muyadecuado para 1a inoculación del alca­

loide por la gran cantidad de microorganismos presentes que pu­

dieran falsear los resultados, ademásde los problemas mecáni­

cos de dilución-del alcaloide en la tierra que dificultarían
una buena absorción por las raíces.

3. Germinacióny desarrollo en agua destilada

120 semillas de cebada (5,4 g) se sumergieron durante

40 minutos en una solución al 1%de hipoclorito de calcio y lug

go se lavaron con agua destilada.

A continuación se sembraron sobre arena lavada y cal

cinada y se humedeció el sistema con agua destilada. Luego de

24 horas ya habian germinado 113 plántulas, lo que equivale a

un 94%de germinación. Durante los dias siguientes se mantuvo

la humedaddel sistema mediante agregados periódicos de agua

destilada. A los 5 dias de desarrollo las plantas se transfi­
rieron a 50 recipientes especiales de vidrio (ver Capitulo II,
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pág. 30 ), que contenían 0,5 m1 de agua destilada cada uno. En

30 de los recipientes se colocaron 2 plantas en cada uno y en

otros 20, solamente una. Estas plantas continuaron creciendo

normalmente con agregados periódicos de agua destilada hasta

completar el volumenoriginal, hasta el dia 11, dia en el-que

se marchitaron. Este sistema fue dejado de lado porque no per­

nfitió el desarrollo de las plantas durante un tiempo suficien­

temente largo-como para realizar experiencias prolongadas.

4. Germinación y desarrollo en hidroponia, con agregado de
solución nutriente

aL l20 semillas se esterilizaron por inmersión en una
solución acuosa al 1%de hipoclorito de calcio durante 40 ming
tos y se sembraron en arena lavada y calcinada, humedecida con

agua destilada.

Luego de 4 dias de desarrollo, se tomaron 80 plántu­
las y se transfirieron a 40 recipientes de vidrio descriptos
anteriormente (ver Capitulo II, pág. 30 ) que contenían 2 ml

de una solución nutriente (105) compuesta por sustancias orgá­

nicas e inorgánicas, previamente esterilizada (ver Tabla 10).
En estas condiciones, las plantas se desarrollaron

normalmente durante 15 días, pero también aumentó mucho la con

taminación con microorganismos.
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Sustancia Concentración

Mgso4 360,0 mg/l

Ca(NO3)2 200,0 mg/l

Na2804 200,0 mg/l
Kc'1 80,0 mg/l

NaH2P04 16,5 Ing/l

ZnSO4 1,5 mg/l

H3B03 1,5 mg/l

KI 0,8 mg/l

Mnc12 5,9'mg/1

Moo3 0,5 ug/l

CuSO4 2,5 ug/l

Fe2(SO4)3 2,5 mg/l
Sacarosa 20,0 g/l

Extracto de levadura 25,0 mg/l

(8% N)

Tabla 10: Composiciónde la solución nutriente utilizada en

los primeros ensayos de germinación hidropónica de

anduun\ndgane.
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b) En dos experiencias similares a la anterior, se

probó la eficacia del sorbato de potasio para reprimir el desg
rrollo de microorganismos, agregando a la solución nutriente

150 6 300 ppm de esa sustancia.

El grado de desarrollo alcanzado por las plantas fue

similar al primer ensayo (15 dias), pero también fue similar

el desarrollo de microorganismos, por lo gue el uso de esta
o

sustancia fue dejado de lado.

c) En trabajos publicados sobre temas de Botánica

(115,116) se informaba acerca de formas de cultivo de cebada

en arena y en solución nutriente más concentrada. En vista de

esto, se decidió concentrar 1a solución entregada y eliminar

las sustancias orgánicas'de }a misma,a fin de evitar riesgos
de contaminación. La composición de está'solución se puede ver
en la Tabla 11.

Se tomaron entonces 100 semillas de cebada (4,5 g) y

se esterilizaron comoen ocasiones anteriores por inmersión en
una solución acuosa al 1%de hipoclorito de calcio’durante 40

minutos. A continuación se sembraron sobre arena lavada y cal­
cinada, humedecida con agua destilada.

A los 5 dias de desarrollo se tomaron 80 plántulas y

se las transfirió a 40 recipientes de vidrio esterilizados por
calentamiento a 105°C durante una hora, que contenian 0,5 ml
cada uno de la solución salina más concentrada. Para tratar de

eliminar aún más los riesgos de contaminación se colocó en la

boca de cada recipiente un trozo de algodón, retirandolo sola­



mente para los agregados periódicos de solución salina.

Con respecto a estos agregados, se realizaron cada

2 6 3 dias, completando el volumenoriginal de 0,5 ml.

En estas condiciones, las plantas se desarrollaron

normalmente durante más de 30 dias, sin marchitarse.
Por otro lado, no se detectó contaminación en ningu­

no de los recipientes, con lo cual se consideró que este sisj
tema era adecuado para intentar las inoculaciones de hordenina.

5. Conclusiones acerca del proceso de germinación y desarrollo

Durante los primeros 5 dias de desarrollo las plán­

tulas se mantuvieron en bandejas de plástico con arena lavada

y calcinada, manteniendo el nivel de humedadcon el agregado
de agua destilada. A partir del 5° dia, si las plantas se des­

tinaban a ser inoculadas se transferian a unos recipientes de
vidrio cilíndricos y opacos (anteriormente descriptos, ver Ca­

_pitulo Il, pág. 30 ) y se comenzabaa suministrar la solución
salina nutriente.

Si las plantas se iban a usar comomaterial para pre
parar los homogenatos, se las dejaba desarrollar en las bande­

jas de plástico hasta que alcanzaran el grado de desarrollo
pretendido, agregando la solución salina a las bandejas a par­
tir del 5° dia.
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Sustancia Concentración

M9504 1:8

Ca (N03) 2 1 , o g/1

Na2804 1.0 g/l

KCl 0,40 ,g/l

NaHZPO4 83 mg/l

Mn'Cl2 30 mg/l

Eez-(SO4)3 16 mg/l

ZnSO4 7,5 mg/l

H3BO3 7,5 mg/l

KI 3,8 mg/l

CuSO4 13 ug/l

Moo3 2,5 ug/l

Tabla 11: Composición de la solución salina empleada en el

desarrollo hidropónico de plantas defwndaMdegaML
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ENSAYOS DE INOCULACION DE DISTINTAS DOSIS DE HORDENINA A PLAN­

TAS DE Hondewn mega/Le DE- 8 DIAS DE DESARROLLO

Conel objeto de determinar si se presentaba algún
efecto perjudicial para las plantas al entregarles distintas
dosis de hordenina en_la solución nutriente, se tomaron 160

plantas de 8 dias de desarrollo (germinadas en las condicio­

nes descriptas anteriormente), que crecian en 80 recipientes
de vidrio con 0,5 m1 de solución salina en cada uno.

Las plantas se dividieron en 4 lotes iguales, reser­

vándose uno comolote de control y a los otros 3 se les entre­

gó una cierta cantidad de clorhidrato de hordenina_disuelto en
la solución salina.

Para ello se tomaron 50 mg de clorhidrato de horde­
nina y se disolvieron en 15 ml de solución salina‘(pH de la

solución resultante: 7 (130)). A 20 recipientes, conteniendo

2 plantas cada uno, se les agregaron 0,3 ml de esa solución

(l mgde clorhidrato de hordenina. Dosis; 0,50_mg/planta, equ;
valente a 0,41 mgde base libre/planta o a 2,5 pmol/planta).

A otros 20 recipientes se les agregaron 0,2 m1de la solución
(correspondiente a 0,67 mg de clorhidrato de hordenina y a una

dosis de 0,33 mg/planta, o 0,27 mg de base libre, o 1,7 pmol

por planta). Finalmente a otros 20 recipientes se les colocó

solamente 0,1 ml de la solución (0,33 mg de clorhidrato de hor

denina. Dosis: 0,17 mg/planta, equivalente a 0,14 mg de base

libre o a 0,8 umol/planta).

Posteriormente se completó'el volumende cada reci­
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piente a 0,5 m1, incluyendo a los 20 recipientes con 40 plan­

tas dejadas comolote de control.

Las plantas crecieron normalmentedurante 15 dias

más, hasta que fueron cosechadas. No se observo aumento ni dig

minución de 1a velocidad de crecimiento de los lotes que teni­

an hordenina respecto del lote que no tenia hordenina exógena.
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SINTESIS DE HORDENINA ISOTOPICAMENTE MARCADA

l. Síntesis de hordenina-a-14C |4-(2-dimeti1aminoetil-2-14C)

fenolI:
1.1. p-Hidroxibenzoato de metilo:

Acido p-hidroxibenzoico comercial (94 mg, p.f.: 214­

216°C, lit. (118): 214,5-215,5°C) se disolvió en 20 m1 de éter

etílico anhidro a 0°C. A continuación se agregó gota a gota una

solución de diazometanoen éter etílico anhidro, con agitación

_continua, hasta que la mezcla de reacción tomó un color amari­

llo permanente. Una vez alcanzado este punto se finalizó el

agregado de diazometano y se mantuvo la mezcla de reacción a

0°C con_agitación durante 1 hora más. El exceso de diazometano

se.destruyó por agregado de agua y se evaporó el éter a presión

reducida, obteniéndose un sólido blanco (103 mg, rendimiento:

99%), homogéneo en CCD(sistema 1), que se recristalizó de me­
tanol, p.f.: 128-130°C,lit.(118): 131°C.
IR: 3300, 1700, 1620, 1520, 1285, 1160, 950, 830, 750 cm_1.

RMN-lH(acetona-dó): d 3,02 (ba, lH, —Og); 3,82 (s, 3H,

-C00CÉ3); 6,90 (d, J= 8,5 Hz, 2H, HBy HB.); 7,87 (d, J= 8,5 Hz,

2H, HA y HA.).
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1.2. p-Benciloxibenzoato de metilo:

Método A (90):

p-Hidroxibenzoato de metilo (273 mg) se mezcló con

282 mg de carbonato de potasio (anhidro) y 0,5 m1 de acetofe­

nona. La mezcla se calentó con agitación a 160°C; a continua­

ción se agregaron 207 ul (227 mg) de cloruro de bencilo,-en

pequeñas porciones durante 1 hora.
La mezcla de reacción se mantuvo a 160°C durante 7

horas más y a continuación se evaporó el solvente a presión

reducida. El residuo se tomó con benceno a ebullición, fil­

trándose la solución en caliente. El benceno se evaporó a pre­

sión reducida y el residuo se recristalizó de metanol, obte­

niéndose 303 mg (rendimiento: 70%) de un sólido blanco, homo­

géneo en CCD(sistema 2), p.f.: 96-98°C, lit.: 90°C (90)

99°C (119).

IR: 1720, 1610, 1270, 1240, 1160, 1100, 1000, 830, 750, 720,

670 cm_1.

RMN-lH(cnc13): a 3,37 (s, 3H, -coocg3); 5,10 (s, 2H,

-o-cg2-c6H5); 6,98 (d, J= 9 Hz, 2H, HB y HB.); 7,37 (s¿ SH,

EM (m/z, a): 242 (a, M+'), 211 (2), 91 (100), 65 (9).

Método B:

p-Hidroxibenzoato de metilo (39 mg) se disolvió en

20 m1 de acetona anhidra y se agregaron 30 ul (33 mg) de cloru
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ro de bencilo y 86 mg de carbonato de potasio anhidro. La mez­

cla se llevó a ebullición y se controló el avance de la reac­

ción tomandoalícuotas de la mezcla a distintos tiempos y ana­

lizándolas por CCD(sistema 2).

A las 17 y a las 24 horas de reflujo se estimó que

la reacción habia progresado en un 20%. A las 48 horas de re­

flujo la relación entre reactivo y producto era aproximadamen­

te 1:1, por lo que este método fue dejado de lado ya que era

muy lento.

Método C (120,121):

C1) p-Hidroxibenzoato de metilo (44 mg) se disolvió
en 3 ml de una solución de hidróxido de sodio en-metanol

(4 mg/ml). Se eliminó el solvente a presión reducida para ais?
lar el fenóxido y al residuo sólido se lo disolvió en metanol

(10 ml) y se agregaron 31 ul (34 mg) de cloruro de bencilo. La

mezcla de reacción'se dejó durante la noche a temperatura am­

biente con agitación. Luego de este lapso de tiempo se estimó

el progreso de la reacción por CCD'(sistema 2), encontrándose

que ésta no se habia producido.

C2) p-Hidroxibenzoato de metilo (33 mg) se disolvió
en 2,2 ml de solución de hidróxido de sodio en metanol (4 mg/ml),

para generar el ion fenóxido, y a continuación se agregaron

25 ul (27 mg) de cloruro de bencilo. La mezcla se dejó a temps

ratura ambiente con agitación durante 18 horas y al cabo de
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ese tiempo, la CCDanalítica (sistema 2) de la mezcla mostró

solamente los productos de partida, con lo que no se habia prg
ducido la reacción buscada.

-Método D:

A una solución de 98 mg de p-hidroxibenzoato de'meti

lo en 20 ml de acetona anhidra, se le agregaron 100 mg de car­

bonato de potasio anhidro, 2 mgde ioduro de potasio anhidro y

75 pl (83 mg) de cloruro de bencilo. Esta mezcla se llevó a

ebullición y se controló el avance de la reacción por CCDana­

liticaí(sistema 2). A las 7 horas de reflujo se estimó un_80%

de conversión, pero la mezcla de reacción se mantuvoa ebulli­
-ción durante 24 horas, buscando una conversión mayor. Al-cabo

de ese tiempo, se enfrió el sistema y se eliminaron las sales

por filtración, lavando el precipitado 2 veces con 10 ml de

acetona cada vez. Los filtrados combinados se llevaron a seque

dad y el residuo obtenido se tomó con 50 ml de cloruro de meti

leno. Esta solución se lavó con agua (25 ml), con hidróxido de

sodio 0,1 N (25 ml) y luego nuevamente con agua (25 ml). Final

mente se secó sobre sulfato de magnesio anhidro durante 15 mi­

nutos y luego de eliminar el agente desecante por filtración,

se eliminó el solvente por evaporación. El residuo blanco cris
talino (141 mg, rendimiento 90%), homogéneo en CCD(sistemas 2

y 3), se recristalizó de metanol, p.f.: 96-98°C, idéntico al
producto obtenido por el método A.
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COOCH3

HA A'

HB HB'

1.3..Alcoholggjbenciloxibencilico:

La reducción del-p—benciloxibenzoato de metilo a1 al
cohol p-benciloxibencilico se realizó con hidruro de aluminio

y litio en éter etílico anhidro. La reducción se probó en las
siguientes condiciones:

A) a 0°C:

Se disolvieron 47 mg de p-benciloxibenzoato de meti­
lo en 20 ml de éter etilico anhidro y a esta solución se agre­

garon 40 mg de hidruro de aluminio y litio, y la mezcla se man

tuvo a 0°C con agitación durante 24 horas. A distintos tiempos

se tomaron alicuotas que se analizaron luego de destruir el

exceso de hidruro (por agregado de agua y luego ácido sulfúri­

co_15%), por CCD(sistema 2), encontrándose que a las 24 horas

la reacción sólo habia progresado en un 50%.
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B) a temperatura ambiente:

p-Benciloxibenzoato de metilo (45 mg)

se disolvió en 20 ml de éter etilico_anhidro. A continuación se

agregaron 35 mg de hidruro de aluminio y litio y luego se man­

tuvo la mezcla con agitación a temperatura ambiente durante 44

horas, tomandoalicuotas de 1a mismaa distintos tiempos para.

controlar el progreso de la reacción. Estas alicuotas, comoen

el caso anterior, fueron analizadas por CCD(sistema 2), luego

de destruir el exceso de hidruro de aluminio y litio agregando

agua y ácido sulfúrico 15%en cantidades apropiadas.

El analisis cromatográfico mostró la aparición de dig
tintos productos de reacción y además, aparentemente, una reag

ción incompleta, ya que a las 44 horas aún parecia quedar reag
tivo sin reaccionar.

Esta mezcla compleja de productos (38 mg) fue aislar
da destruyendo el exceso de hidruro de aluminio y litio con

agua y luego ácido sulfúrico 15%, y luego extrayendo 3 veces

con 25 ml de cloruro de metileno. La fase orgánica se lavó una

vez con agua y se secó sobre sulfato de sodio anhidro. Final­

mente, se evaporó el solvente y se obtuvo una mezcla sólida

que no fue analizada, dada la presencia de no menos de 4 com­

ponentes.

C) en éter etilico a ebullición:

p-Benciloxibenzoato de metilo

(30 mg) se disolvió en 10 ml de éter etílico anhidro y se agrg

garon 32 mg de hidruro de aluminio y litio, realizando las opg
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raciones bajo atmósfera de nitrógeno seco. El sistema se calen

tó hasta que el éter etílico entró en ebullición y se mantu­

vo a esa temperatura durante 2 horas. Se tomaron alícuotas de

la mezcla de reacción cada 30 minutos para controlar el desa­

rrollo de 1a misma, por CCD(sistema 2) luego de destruir el

exceso de hidruro de aluminio y litio comoen los casos ante­

riores. Se encontró que a los 30 minutos la reacción era,total,

formándose casi exclusivamente un solo producto. Al transcu­

rrir más tiempo, comenzarona aparecer otros productos cuya

proporción crecía con el tiempo; sin embargo, estas impurezas

estaban en mucha menor proporción que a otras temperaturas.

A las 2 horas se finalizó el calentamiento y se des­
truyó el exceso de hidruro de aluminio y litio comoen ocasio­

_nes anteriores, agregando agua y ácido sulfúrico 15t. La fase

orgánica se separó y la fase acuosa se extrajo 2 veces con

25 ml de éter etílico. Las soluciones etéreas se juntaron, se
lavó la solución resultante 2 veces con 20 ml de agua cada vez

-y luego se secó sobre sulfato de sodio anhidrO'durante 15 minu

tos y se eliminó el solvente por evaporación a presión reduci­

da, previa eliminación del agente desecante por filtración. Se

obtuvo un residuo blanco cristalino (20 mg) que fue recristali
zado de ciclohexano, p.f.: 84-86°C, lit.(91): 86-87°C.

IR: 3300, 1600, 1500, 1240, 1000, 820, 740, 695 cm_1.

RMN-1K(cnc13): 5 1,63 (ba, 1a, -o_¡¿); 4,59 (s, 211, -cgzon);

5,05 (s, 2H, CGHS-CEZ-O-); 6,90 (d, J= 8 Hz, 2H, HB y HB.);
7,25 ( parcialmente superpuesta con la señal siguiente, no se

puede medir la constante de acoplamiento, 2K, HAy HA,); 7,35
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(s, SH, C6fl5-).

Este espectro de RMN-1Bfue asignado por comparación

con los espectros de RMN-1Bdel alcohol p-metoxibencilico(XVIII)

y del p-Benciloiianisol (XIX)­

CH OH OCH2 3

ocn3

(XVIII)

(XIX)

EM (m/z, g): 214 (M+', 15), 91 (100}, 65 (9).

Posteriormente se comprobóque la atmósfera de nitrg

geno era innecesaria. Se tomaron 165 mg de p-benciloxibenzoato

de metilo y se disolvieron en 30 m1 de éter etílico anhidro. A
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esta'solución se le agregaron 130 mg de hidruro de aluminio y

litio, en pequeñas porciones. La mezcla se calentó a reflujo

durante 15 minutos y al cabo de ese lapso el hidruro en exceso

se destruyó por agregado de éter etílico saturado con agua,

luego algunos pequeños trozos de hielo y finalmente ácido sul­

fúrico 15%. La mezcla se extrajo 3 veces con 25 ml de éter etg

lico cada vez, los extractos orgánicos combinadosse lavaron

con 2 porciones de 30 ml de agua y finalmente se secaron sobre
sulfato de sodio anhidro durante 15 minutos. Al eliminar el

solvente por evaporación, previa filtración para eliminar el

agente desecante, se_obtuvo un sólido blanco cristalino (145 mg,

rendimiento: 100%), homogéneoen CCD(sistema 2), indistingui­

ble del producto obtenido según el método anterior.­

1.4. Cloruro de p-benciloxibencilo‘(91,92):

Alcohol p-benciloxibencïlico (144 mg) se disolvió en

10 ml de éter etílico y a esta solución se le agregaron 0,2 ml

de ácido clorhídrico (c). La mezcla se mantuvo con agitación

durante 22 horas a temperatura ambiente. En ese momentose agrg

_garon 10 ml de agua, y la fase acuosa se extrajo 3 veces con
25 ml de éter etílico cada vez. Los extractos etéreos combina­

dos se lavaron 2 veces con 10 ml de solución saturada de carbg

nato de potasio cada Vez y luego con 2 porciones de 25 ml de

agua. Finalmente, la solución etérea se secó sobre carbonato
de potasio anhidro durante 15 minutos y luego se filtró para
eliminar el agente desecante.
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Al evaporar el éter, quedó comoresiduo un producto

blanco cristalino (157 mg, rendimiento: 100%), homogéneo en CCD

(sistema 2), que fue recristalizado de ciclohexano, p.f.: 75­
77°c, lit.(91): 79-80°C.

IR: 1610, 1520, 1250, 1050, 840, 745, 700 cm'l.

RMN-1H(cnc13): a 4,56 (s, 2H, -cg¿b1); 5,03 (s, 2H,

CGHS-Cg2 ); 7,23 (parcial­
mente superpuesta con la señal siguiente, no se puede medir la

-0-); 6,93 (d, J= 9 Hz, 2H, HB y HB,

constante de acoplamiento, 2H, HAy HA.); 7,35 (s, SH, C6g5-).
EM (m/z, 3): 234 (M+2+’, 4), 233 (M+1+', 2), 232 (M+', 12),

197 (3), 92 (71, 91 (100), 65 (8)._

1.5. Q:Benciloxifenilacetonitrilo:
Método A (92):

A1) Cloruro de p-benciloxibencilo (157 mg) se disol­
vió en 10 ml de acetona anhidra y a esta solución se agregaron

10 mg de ioduro de potasio anhidro y 72 mg de cianuro de pota­
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sio anhidro (65%de exceso respecto de la cantidad estequiomé­

trica necesaria). La mezcla se llevó a ebullición y se mantuvo

a reflujo durante 16 horas, se enfrió, se filtraron las sales

y se eliminó la acetona por evaporación a presión reducida. El

residuo sólido amarillento se tomó con 50 ml de benceno y se

lavó con agua caliente (3 x 30 ml). Luego, la solución bencéni
ca se secó sobre sulfato de sodio anhidro, se filtró y poste­

riormente se eliminó el benceno por evaporación a presión red!

cida. El residuo blanco cristalino obtenido (146 mg, rendimieg

to: 97%), homogéneoen CCD(sistema 5), fue recristalizado de

ciclohexano, p.f.: 68-69°C, 1it.(122): 68,5-69°C.
-.

IR: 2250, 1620, 1580, 1510, 1250, 815, 745, 700 cm_l.

RMN-1K(cnc13): e 3,61 (s, 2H, -chCN); 5,03 (s, 2a,

c6H¿-cgz-ó-); 6,93 (d, J= 9 Hz, 2H, HBy HB.); 7.23 (parciall
mente superpuesta con la señal siguiente, no se puede medir la

constante de acoplamiento, 2H, HAy HA,); 7,35 (s, SH, C6H5-).

EM(m/s, e): 223 (M+', 6), 91 (100).

A2) Cloruro de p-benciloxibencilo (41 mg) se disol­
vió en 10 m1 de acetona anhidra y se agregaron 13 mg de cianu­

ro de potasio anhidro (10%de exceso por sobre la cantidad es­

tequiométrica) y 2 mg de ioduro de potasio anhidro. La mezcla

se llevó a ebullición y se mantuvoel reflujo durante 17 ho­

ras. A1 cabo de este tiempo la mezcla de reacción era amari­

llenta. El análisis por CCD(sistema 5) indicó una reacción in

completa (quedaba reactivo sin reaccionar), además de la forma

ción de otros productos (entre ellos parecia estar el alcohol
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p-benciloxibencilico, producto de la hidrólisis del reactivo).

La mezcla de reacción se trató de la misma forma que en A1,
filtrando las sales, tomandocon benceno, lavando y finalmente

evaporando el benceno a presión reducida. Se obtuvo un residuo

sólido amarillento (39 mg) que fue analizado por RMN-lH:

RMN-lH (coc13): 5 3,63 (s, m1H, -CgZCN); 4,56 (s, «1/23,

-chC1); 4,60 (s, wl/ZH, 452ml); 5,03 (s, 2H, CGHS-ng-Ó-h

6,80-7,45 (m, 9H, c —+ 4654-).655

Del análisis de los valores de la integración de los

protones metilénicos surgió que se habia producido un 50%del

producto buscado, un 25%del producto de partida habia quedado

sin reaccionar y el 25%restante se habia hidrolizado al alco­

hol correspondiente. V

Esta mezcla fue separada por cromatografía en capa

delgada preparativa, desarrollando con el sistema 6. Mediante

la elución de la banda apropiada, fue posible aislar 22 mgdel

nitrilo buscado (rendimiento: 56%),que fueron recristalizados

de ciclohexano y cuyas propiedades fisicas (p.f., IR, RMN-1K)

fueron idénticas a las del producto obtenido según el método

A1.

Método B (93,94):

B1) Cloruro de p-benciloxibencilo (141 mg) se disol­
vió en 10 ml de dimetilsulfóxido anhidro y recientemente desti

lado y se agregaron 45 mg de cianuro de potasio anhidro (10%

de exceso sobre la cantidad estequiométrica). La mezcla se man



-111­

tuvo con agitación a 40°C durante 2,5 horas y luego se volcó

sobre 50 m1 de agua. La fase acuosa se extrajo con 4 porciones

de 40 ml de cloruro de metileno y los extractos orgánicos com­

binados se lavaron con 4 porciones de 30 ml de agua (para eli­

minar totalmente el dimetilsulfóxido). La fase orgánica se se­
có durante 15 minutos sobre sulfato de sodio anhidro, se fil­

tró y se eliminó el solvente por evaporación a presión reduci­

da. El residuo sólido, blanco cristalino (137 mg, rendimiento:

100%), homogéneoen CCD(sistema 5) fue recristalizado de ci­

clohexano y sus constantes fisicas (p.f., IR, RMN-lH,EM)re­

sultaron idénticas a las del producto obtenido según el método

A1.

B2) Cloruro de p-benciloxibencilo (47 mg, 8%de excg
so respecto de la cantidad estequiométrica) se disolvió en 3 ml

de dimetilsulfóxido anhidro y recientemente destilado y se‘agrg
garon 42 mg de cianuro de potasio anhidro. La mezcla se trató

como en el caso B1, obteniéndose 47 mg de un producto blanco
cristalino, apenas impurificado con un poco de producto de par

tida, según el análisis por CCD(sistema 5). Este producto,
sin más purificación, se reservó para probar el paso siguiente.
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1.6. Clorhidrato de tiramina 14-(2-aminoetil)fenolj (95-99):

p-Benciloxifenilacetonitrilo (133 mg) se disolvió en
20 m1 de etanol absoluto. A esta solución se agregaron 0,18 ml

de ácido clorhídrico (c) y 20 mg de paladio (10%sobre carbón).

Esta mezcla se hidrogenó a presión atmosférica y a temperatura

ambiente.durante 24 horas, hasta que cesó el consumode hidró­

geno. Se eliminó el catalizador por filtración, el que a su

vez fue lavado con 2 porciones de 10 ml de etanol. La mezcla

de reacción fue analizada por CCD(sistemas 6, 7 y 12), encon­

trándose que era homogénea y que revelaba tanto con iodo como

con solución de ninhidrina, esto último indicativo de la pre­

sencia de una amina primaria, y con la misma relacion de fren­

tes (Rf) que la tiramina comercial.
La solución etanólica se concentró a un tercio de su

volumen y luego se agregaron porciones de cloruro de metileno

y éter de petróleo (fracción 60-80°C) hasta que se formó un
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precipitado blanco cristalino que se separó por filtración

(87 mg, rendimiento: 84%).

IR: 3100, 1620, 1500, 123o, 840 cm'l.

RMN-1K(020): a 2,70-3,4o (m, sistema AA'BB' (131), 4H,

-CgZ-ngf); 6,92 (d, J= 9 Hz, 2H, HBy HB.); 7,23 (d, J= 9 Hz,

23, HA y H .).

CHZ-CHZ-ÑH3 Cl

HA HA,

OH

EM(m/i, s) (132):>137'1M+'- HCl, 41), 108 (100), 107«(83)r
91 (13), 77 (58).

' 1.7. Hordenina I4-(2-dimeti1aminoetil)fenoll:
Método A (Reacción de Eschweiler-Clark) (81):

Tiramina (30"mg), liberada por extracción continua
durante 24 horas con éter etílico de una solución acuosa amo­

niacal de clorhidrato de tiramina, se disolvió en 0,5 ml de

ácido fórmico (90%) y 0,3 ml de formaldehído (35%). La mezcla

se mantuvo a ebullición durante 20 horas y luego se agregaron

0,5 ml de ácido clorhídrico (c) y se llevó a sequedad a presión

reducida. El residuo se tomó con 5 ml de hidróxido de amonio
(c) y nuevamente se evaporó el solvente a presión reducida.



Finalmente, el residuo se sublimó a 110°C y 0,001 Torr, obte­

niéndose 5 mg de una sustancia que no pudo ser identificada,

pero que su espectro RMN-lH(en CDC13)mostraba las siguientes
señales: 6 2,45 (s); 6,80 (d, J= 9 Hz); 7,00 (d, J= 9 Hz).

Estas señales podrian asignarse a grupos N-metilos y

a un anillo aromático pmna-disustituido, respectivamente. De­

bido a 1a pequeña cantidad de sustancia de que se disponía no
fue posible obtener los datos de integración en el espectro de
RMN-1H.

Método B (100, 123):

Clorhidrato de tiramina (¿o mg) se disolvió en 10 ml

de metanol y se agregaron 70 ul de formaldehído (35%) y 10 mg

de paladio (10%sobre carbón). Esta mezcla se hidrogenó a tem­

peratura ambiente y a presión atmosférica durante 17 horas,

hasta que cesó el consumode hidrógeno. El cataliaador se eli;
minó por filtración y fue lavado 2 veces con porciones de 5 ml

de metanol. La solución metanólica se llevó a sequedad, evapo­

rando el solvente a presión reducida, y el residuo se tomó con

25 ml de metanol y se volvió a eliminar el solvente por evapo­

ración. Este proceso se repitió 4 veces para eliminar totalmeg
te el paraformaldehido. Finalmente, se tomó el residuo con

2 ml de hidróxido de amonio (c) y nuevamente se llevó a seque­

dad y el nuevo residuo obtenido se sublimó a 100-105°C y

5 x 10“4 Torr, obteniéndose 34 mgde un sólido blanco cristal;

no, homogéneo en CCD(sistemas 7 y 13), que revelaba con iodo

-114­
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pero no con ninhidrina (no era una amina primaria). Rendimien­
to: 89%.

IR: 3100, 2700, 1620, 1520, 1240, 840 cm_1.

RMN-lH(ácido trifluoroacético): G 3,08 (d, J= 5 Hz, —É(CE3)2);
H

3,00-3,80 (m, sistema AA'BB' (131,140), -CE2-CHZ-, superpuesto
con la señal anterior), estos 2 grupos de señales integran pa­

ra 10 protones; 7,02 (d, J= 9 Hz, 2H, HB y HB,); 7,21 (d,

J= 9 Hz, 2H, HA y HA.). h

RMN-1K(metanol-d4): 5 2,92 (s, -N(cg3)2); 2,70-3,so (m, sis­
tema AA'BB' (131,140), superpuesto con la señal anterior y con

la absorción del solvente, -C52ÏCEZ—),estos 2 grupos de seña­
les integran, aproximadamente, para 10 protones; 6,80 (d,

Ji 9 Hz; 2H, HB y HB,); 7,15 (d,-J= 9.Hz, 2H, HAy HA.).

RMN-13€ (H20 + 10% D20) (125): a 30,23 (C-c); 43,69 (_C-a);

59,54 (C-b); 116,70 (C-2); 128,96 (C-4); 130,90 (C-3); 155,59
(C-l). Este espectro fue asignado por comparación con los des­

plazamientos quimicos de los carbonos del etilbenceno, la N,N­

dimetilbutilamina y considerando los efectos de los sustituyen
tes sobre los desplazamientos quimicos de los carbonos aromá­
ticos (133).

EM (m/z, %)(132): 165 (M+', 6), 121 (9), 107 (14), 91 (9),

77 (18), 65 (7), 58 (100).
c b a

Hz-CHz-N(CH3)2
A A'

OH
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1.8. p-Benciloxifenilacetonitri10-1-14C (101):

Cloruro de p-benciloxibencilo (314 mg) se disolvió

en 20 ml de dimetilsulfóxido anhidro y recientemente destilado

y a esta solución se agregaron 81 mg de cianuro de potasio-14€

(1 mCi) y la mezcla se mantuvo con agitación a temperatura am­

biente durante 90 minutos. Luego, se volcó sobre agua (100 ml)

y se extrajo con 4 porciones de 50 m1 de cloruro de metileno.

La fase orgánica se lavó 5 veces con porciones de 50 m1 de agua

y se secó sobre sulfato de sodio anhidro. Al evaporar el sol­

vente se obtuvo un sólido blanco cristalino (315 mg), idéntico

según CCD(sistema 5), p.f. e IR al p-benciloxifenilacetonitri
lo inactivo. Actividad específica: 0,63 mCi/mmol.

1.9. Clorhidrato de tiramina-a-14C J4-(2-aminoetil-2-14C)

fenolI (101):

p-Benciloxifenilacetonitrilo-l-14C (313mg) se'disol'
vió en etanol absoluto (30 m1) y se agregaron 0,36 m1 de ácido

clorhídrico (c) y 20 mg de paladio (10%sobre carbón). La mez­

cla se hidrogenó a presión atmosférica y a temperatura ambien­

te durante 24 horas. La mezcla de reacción se filtró para eli­

minar el catalizador y éste fue lavado con 2 porciones de 1 ml

de etanol. El filtrado se concentró a unos 3 ml y por adición

de cloruro de metileno y éter de petróleo (fracción 60-80°C)

se separó un producto blanco cristalino (173 mg), identificado
. . . 14 .comoclorhidrato de tiramina-a- C, por comparac16n con-una
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muestra conocida inactiva (por CCD,sistema 7, revelando con

iodo y con ninhidrina, por IR y por EM). Actividad especifica:

0,62 mCi/mmol. Rendimiento másico: 81% (a partir de cianuro de

potasio).

1.10. 'Hordenina-a-“c I4-(2-dimetilaminoetil-2-14C) fenolI_(101)g

Clorhidrato de tiramina-a-14C (172 mg) se disolvió

en 20 m1 de metanol que contenía 0,3 ml de solución de formal­

dehído (35%). Se agregaron 20 mg de paladio (10% sobre carbón)

y la mezcla se hidrogenó a presión atmosférica y a temperatura

ambiente durante 16 horas. El catalizador se filtro y se lavó

con 2 porciones de 1 ml de metanol. Al evaporar el solvente,

quedó-un reSiduo que se tomó nuevamente con 25 m1 de metanol y

se volvió a evaporar el solvente a presión reducida. Este pro­

ceso-se repitió 4 veces hasta eliminar totalmente el parafor­

maldehido. El último residuo (176 mg) se tomó con 2 ml de hi­

dróxido de amonio (c) y finalmente se evaporó el solvente. El

residuo final se purificó por sublimación (5 x 10-4 Torr, 100­

105°C), obteniéndose 145 mg (rendimiento másico: 89%) de un

sólido blanco cristalino de actividad especifica constante:
0,63 mCi/mmol. Sus propiedades fisicas (CCDen el sistema 7,

IR y EM)eran idénticas a las de hordenina inactiva.

Posteriormente se repitió esta mismasecuencia de re
acciones a partir de cloruro de p-benciloxibencilo (321 mg),

cianuro de sodio-14€ (1 mCi, 1 mg) y cianuro de potasio inacti
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vo (80 mg). De esta forma se obtuvieron: p-benciloxifenilacetg

nitrilo-1-14C (308 mg; 0,81 mCi/mmol);clorhidrato de tirami­

na-a-14C (161 mg, 0,80 mCi/mmol; rendimiento másico en 2 pasos,

a partir de cianuro: 75%); hordenina-a-14C (0,78 mCi/mmol;

155 mg; rendimiento: 100%).

2. Sintesis de hordenina-B-14C¿Lí-(2-dimetilaminoetil-l-l4c)

fenol]:
2.1. Hidrólisis del ácido p-metoxibenzoico:

A) con tricloruro de boro (102):

A1) Acido p-metoxibenzoico comercial (162 mg) se di­
solvió en 4 ml de cloruro de metileno y el sistema se enfrió a

-78°C En bañO'de hielo seco y acetona. Se agregaron luego 3 ml

de tricloruro de boro y se mantuvo 1a mezcla a esa temperatura

durante 1 hora, con agitación ocasional. Al_cabo de ese lapso

de tiempo se dejó llegar el sistema hasta la temperatura am­

_ biente, y se lo dejó durante 23 horas a esa temperatura. Se

eliminaron el solvente y el exceso de tricloruro de boro por

evaporación a presión reducida y el ácido bórico formado se

eliminó tomando el residuo con 4 m1 de metanol y evaporándolo

a presión reducida. Este proceso se repitió 4 veces.

El análisis por CCD(sistema 11) indicó que la reac­

ción no habia sido completa, sino que sólo habia progresado en

un 50%. Debido al tratamiento con metanol también se habia prg

ducido una esterificación parcial de los ácidos (p-metoxiben­

zoico y p-hidroxibenzoico) dando los correspondientes ésteres
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metílicos, comopudo confirmarse mediante la comparación con

sustancias conocidas. El tratamiento con diazometano de esta
mezcla de reacción, previamente disuelta en éter etílico anhi­

dro, la transformó en una mezcla aproximadamente equimolecular

de p-metoxibenzoato de metilo y p-hidroxibenzoato de metilo.

Esta mezcla se separó disolviéndola en 50 ml de cloruro de me­

tileno y lavando con solución de hidróxido de sodio 10% (30 ml).

La fase orgánica se lavó luego con 2 porciones de 20 ml de

agua, se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se evapo­

ró el solvente a presión reducida. Se obtuvo un residuo líqui­

do incoloro (85 mg), que cristalizó al cabo de 24 horas,ïhomo­

' géneo en CCD(sistema ll), con el mismo comportamiento cromatg
gráfico que p-metoxibenzoato de metilo y con el mismoespectro

IR.

IR (fase liquida): 1700, 1620, 1520, 1450, 1250, 1100, 1000,

849 cm_1.

La solución acuosa básica anterior se llevó a pH 1

con ácido clorhídrico (c) y se extrajo 3 veces con porciones

de 50 m1 de cloruro de metileno. La fase orgánica se lavó con

2 porciones de 30 ml de agua, se secó sobre sulfato de magne­

sio y se filtró. A1eliminar el solvente por evaporación que­

dó un residuo blanco cristalino (79 mg), homogéneo en CCD(sig

tema 11), que se recristalizó de metanol y cuyas propiedades

físicas (p.f., IR) eran iguales a las del p-hidroxibenzoato de
metilo.
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A2) Se repitió el ensayo anterior, pero durante más
tiempo, para determinar si se podia incrementar el rendimiento

de la reacción. Se tomaron 160 mg de ácido p-metoxibenzoico y

se disolvieron en 4 ml de cloruro de metileno. Se enfrió la so

lución a -78°C en baño de hielo seco y acetona y se agregaron
3 ml de tricloruro de boro. La mezcla de reacción se mantuvo a

-78°C durante l hora, con agitación ocasional, y luego se la

dejó llegar a temperatura ambiente y se la mantuvo en esas con
diciones durante 5 dias.

Al cabo de ese tiempo, se eliminaron el solvente y
el exceso de tricloruro de boro por evaporación a presión redu

cida; el ácido bórico formado se eliminó por evaporaciones su­

cesivas con metanol (4 evaporaciones con ¿‘ml cada vez). i

El análisis por CCD(sistema 11) del residuo de las

evaporaciones mostró que estaba formado por los mismos 4 compg

nentes que en el ensayo anterior, con aproximadamente la misma

distribución porcentual (indicando un 50%de hidrólisis y un

50%de esterificación de los ácidos correspondientes), por lo
que esta mezcla no fue analizada más en detalle.

B) con ácido clorhídrico (98):

Bl) Acido p-metoxibenzoico (136 mg) se mezcló con
5 ml de ácido clorhídrico (c) y se mantuvo a 90°C con agita­

ción durante 20 horas. A continuación, la mezcla de reacción

se llevó a sequedad por evaporación a presión reducida y el

residuo se analizó por CCD(sistema 11), encontrándose que
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correspondía a la sustancia de partida y que no se había prodg

cido la reacción esperada.

BZ) Se tomaron 150 mg de ácido p-metoxibenzoico y se

mezclaron con 1 ml de ácido clorhídrico (c). Esta mezcla se cg

lentó a 120°C en un tubo cerrado durante 17 horas, con agita-“

ción ocasional. Al cabo de este tiempo se dejó enfriar el sis­

tema hasta la temperatura ambiente. La mezcla de reacción (un

aceite de color anaranjado oscuro) se transfirió a un balón,

lavando con 3 porciones de 3 ml de metanol. La solución resul­

tante se llevó a secuedad por evaporación a presión reducida,

obteniéndose un residuo sólido oscuro (10 mg) que, analizado

por CCD(sistema 11) móstró que era-una mezcla de varias sus:

tancias; Entre éstas, podía estar el ácido p-hidroxibenzoico
pero no se encontró nada de la sustancia de partida. Además,

había otra sustancia con fluorescencia de color anaranjado al
ser irradiada con luz UVde 366 nm. En vista dé esto; y de la

cantidad de que se disponía, esta mezcla no fue analizada.

B3) Acido p-metoxibenzoico (162 mg) se mezcló con
0,2 ml de ácido clorhídrico (c) y 0,8 ml de agua. Esta mezcla

se mantuvo a 120°C en un tubo cerrado, con agitación ocasional,

durante 19 horas. Al cabo de este tiempo, se enfrió el sistema

y la mezcla se transfirió a un balón con 1a ayuda de 4 porcio­

nes de 5 ml de metanol. En este caso, la mezcla de reacción
era límpida e incolora. Al eliminar el solvente y el exceso de

ácido clorhídrico por evaporación a presión reducida, se obtu­
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vo un residuo sólido blanco (160 mg), el que, analizado por

CCD(sistema 11), mostró que estaba formado casi exclusivamen­

te por la sustancia de partida y un pequeño porcentaje de otra

sustancia, que podria haber sido el ácido p-hidroxibenzoico,

producto de la hidrólisis. En vista de estos resultados, esta
mezcla no fue analizada más en detalle;

B4) Acido p-metoxibenzoico (210 mg) se mezcló con
0,5 m1 de ácido clorhídrico (c) y 0,5 ml de agua. Esta mezcla

se mantuvo a 120°C durante 17 horas, en un tubo cerrado, con

agitación ocasional. A1 cabo de este tiempo, la mezcla de reag

ción tomó un color anaranjado. Los productos de la reacción

—fueronaislados comoen los ensayos anteriores, transfiriendo

la mezcla a un balón, con ayuda de 4 porciones de 3 ml_de me­

tanol. La solución se llevó a sequedad por evaporación a pre­

sión reducida y el residuo obtenido (196 mg), al ser analiza­

do por CCD(sistema 11), mostró que estaba_formado por lo me­

nos por 3 sustancias: una parecia ser 1a sustancia de partida

(aproximadamente en un 50%), otra, el ácido p-hidroxibenzoico
(aproximadamente en un 25%) y finalmente una tercera, que te­

nia fluorescencia de color anaranjado al ser irradiada con luz

UVde 366 nm (también en una proporción aproximada del 25%).

Comoel rendimiento en el producto buscado era muy

bajo, esta mezcla no fue analizada más en detalle.
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C) con ácido bromhidrico (98):

C1) Acido p-metoxibenzoico (80 mg) se mezcló con l m1

de ácido bromhïdrico 48%y esta mezcla se mantuvo a 120°C con

agitación durante 16 horas. Al cabo de este tiempo, la mezcla

se llevó a pH 4 mediante el agregado de solución de hidróxidoq

de sodio (40%)y finalmente solución de ácido clorhídrico 9,1 N.

Al enfriar la solución acuosa, precipitó un sólido ligeramente

amarillento (15 mg) cuyo espectro RMN-lHmostraba la ausencia

de grupos metoxilo y una absorción en la zona aromática mucho

más compleja que la esperada, por lo que se confirmó que no se

trataba del acido p-hidroxibenzoico, sino de un aromático
1;2,4-trisustituido. h

RMN-lH(acetona-ds): 6 7,12 (d, J= 9 Hz, N1H); 7,92 (dd,

J= 9 y 2 Hz, &1H); 8,18 (d, J= 2 Hz, mlH) y otras absorciones

más pequeñas en la misma zona debidas a impurezas.

Posiblemente se tratara del ácido 3-bromo-4-hidroxi­

benzoico:

COOH

Br

OH

(Al evaporar la solución acuosa remanente, no fue pg

sible aislar ningunaotra sustancia orgánica).
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C2) Acido p-metoxibenzoico (300 mg) se mezcló con
0,4 ml de ácido bromhidrico 48%en una atmósfera de nitrógeno.

La mezcla se mantuvo a 120°C durante 4 horas con agitación. Al

cabo de este tiempo, la mezcla de reacción se diluyó con 10 ml

de agua y se enfrió. De esta forma precipitó un sólido blanco

(250 mg), que fue separado por filtración. El análisis por CCD

(sistema 11) y por RMN-1Bmostró que se trataba del ácido de

partida.

RMN-lH (acetona-d + 1320): e 3,84 (s, 3a, —ocg3); 6,85 (d,6

J= 9 Hz, 2H, HB y HB,); 7,92 (d, J= 9 Hz, 2H, HA y HA.).

COOH

HA HA.

HB I

OCH3

D) con ácido iothdrico (98):

D1) Acido p- metoxibenzoico (120 mg) se mezcló con
5 ml de ácido iodhidrico 67%y la mezcla se mantuvo a 125-130°C

durante 20 horas, con agitación continua. Al cabo de este tiem
po, la mezcla se volcó sobre 50 ml de agua y se neutralizó

por agregado de solución de hidróxido de potasio (10%)y luego

de ácido clorhídrico (4%). A1enfriar) precipitó un sólido li­
geramente amarillento que se separó por filtración (110 mg).
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Este producto, homogéneoen CCD(sistema 11), no era el ácido

de partida. El espectro de RMN-1Bmostró las siguientes señales

(en CDC13): 6 5,40 (ba, lH, -OE); 6,78 (d, J= 9 Hz, 1H, HC);

7,52 (dd, J= 9 y 2 Hz, lH, HB); 7,93 (d, J= 2 Hz, HC); indican
do un anillo aromático 1,2,4-trisustituido. Posiblementese

tratara del 2,4-diiodofenol:

OH

IR: 3300, 1610, 1510 y 820 cm'l.

En vista del esquemade sustitución aromática y de

la ausencia de grupo carbonilo (por IR), este compuesto no fue
analizado más en detalle.

Al evaporar totalmente la solución remanente luego

de separar la sustancia anterior, se obtuvo un residuo formado

por una sustancia orgánica muyimpurificada con sales. Este re
siduo se tomó con metanol (2 x 0,5 m1) y se filtró. A1 evapo­

rar el metanol se obtuvo un residuo (70 mg) que, analizado por

CCD(sistema ll), mostró estar formado por una sustancia dis­

tinta a la aislada anteriormente, que no era el ácido de par­

tida. El espectro RMN-lHmostró las siguientes absorciones (en

50% D O + 50% metanol-d4): 6 6,98 (d, J= 8 Hz, 1H, HC); 7,872

(dd, J= 8 y 2 Hz, lH, HB); 8,35 (d, J= 2 Hz, 1H, HA).
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En vista del esquemade sustitución aromática y de

los desplazamientos quimicos observados, posiblemente se trata
ra del ácido 4-hidroxi-3-iodobenzoico:

OH

Debido a esto, este producto no fue analizado más en

detalle.

D2) Acido p-metoxibenzoico (205 mg) se mezcló con
4 ml de ácido iodhídrico (55%) y la mezcla se mantuvo a 90°C

con agitación continua durante 5 horas. Al volcar esta mezcla
sobre 50 ml de agua (a aproximadamente 5°C) se produjo un pre­

cipitado blanco que se separó por filtración y que resultó ser
el ácido de partida (165 mg), según se determinó por CCD(sis­

tema 11) y por RMN-1H.

D3) Acido p-metoxibenzoico (253 mg) se mezcló con
7 ml de ácido iodhídrico (55%) y la mezcla se mantuvo a 120°C

durante 16 horas, con agitación continua. La mezcla de reacción

se volcó sobre 10 ml de agua a 5°C y se llevó a pH básico con

solución de hidróxido de sodio (20%), y finalmente a pH 4 con

agregados de ácido clorhídrico (4%). Se dejó cristalizar duran
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te 20 horas a 5°C y luego se filtró el precipitado formado, og
teniéndose un sólido cristalino, ligeramente amarillento

(320 mg), cuyo espectro RMN-lH(en acetona-dG) mostró las si­
guientes absorciones: 6 7,00-8,50 (ba, m2H); 8,42 (s, mZH);

más una señal debida a una impureza a 6 8,Ó8 (s), cuya intensi

dad era un 15%de la de 6 8,42. Esta mezcla podria tratarse

del ácido 4-hidroxi-3,5-diiodobenzoico:

-OH

impurificado con una pequeña proporción de 2,4,6-triiodofenol:

Este espectro se asignó mediante la comparación de

los espectros de RMN-1Kde estas dos sustancias y de otras es­
tructuralmente relacionadas-(134).

En vista de que en esta reacción se habia sustituido
el anillo aromático nuevamente, estos productos no fueron ana­
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lizados más en detalle.

2.2. Preparación de hordenina-B-14C (103):

Clorhidrato de tiramina-B-14C en solución acuosa

(5 ml; 0,9 mg; 250 uCi) se diluyó con 165 mg de clorhidrato de

tiramina inactivo y a esta mezcla se agregaron 10 ml de etanolí

10 mg de paladio (10% sobre carbón) y 0,3 ml de solución de

formaldehído (35%). Se hidrogenó luego a presión atmosférica y

a temperatura ambiente durante 16 horas. Al cabo de este tiem­

po se eliminó el catalizador por filtración y se lo lavó con

etanol (4 x 5 ml): Los liquidos de lavado y la mezcla de reac­

ción se juntaron y se evaporó el solvente. El residuo se tomó

con 5 ml de metanol y se eliminó nuevamente el solvente por

evaporación. Este proceso se repitió 3 veces más hasta eliminar

totalmente el paraformaldehïdo producido, debido al exceso de i

formaldehIdo empleado en la reacción. El residuo se tomó con
1 ml de hidróxido de amonio (c) y 5 m1 de etanol y se eliminó

el solvente por evaporación. El residuo se sublimó a 110°C y

0,001 Torr obteniéndose 156 mg de un sólido blanco, homogéneo

en CCD(sistema 13), que revelaba con iodo pero no con solu­

ción de ninhidrina, confirmándose que se trataba de hordenina­

8-14C por comparaciónám a; espectro IR con el de una muestra

conocida de hordenina. Actividad especifica: 0,19 mCi/mmol;
rendimiento másico: 100%.
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3. Síntesis de hordenina marcada en los grupos N-metilos:
3.1. Metilación del clorhidrato de tiramina con distintas can­

tidades de formaldehído:

’ A) La reacción con un exceso de formaldehído del 80%

respecto de la cantidad estequiométrica ya fue descripta ante:

riormente (ver, por ejemplo, pág. 128), donde se obtuvo un ren
dimiento del 100%.

B) Clorhidrato de tiramina (64 mg) y 0,1 m1 de solu­

ción de formaldehído (32,7%), valorada por medición de su den­

sidad e índice de refracción y por titulación con sulfito de

sodio (104), se mezclaron en 10_ml de metanol. En este qaso la

cantidad de formaldehído empleada corresponde a un exceso del

56%. Esta mezcla se hidrogenó a presión atmosférica y a tempe­

ratura ambiente con 10 mg de paladio (10% sobre carbónl como

catalizador, durante 16 horas.

Al aislar el producto de reacción comoen ocasiones

anteriores (ver, por ejemplo, pág. 128) se obtuvo un sólido

blanco, homogéneo en CCD(sistema 13) que fue purificado por

sublimación a 110°C y 0,001 Torr (58 mg). Se confirmó que se

trataba de hordenina por IR y por CCD(sistema 13). Rendimien­

to: 95%.

C) Al repetir el ensayo anterior con 88 mgde clor­

hidrato de tiramina y 0,09 ml de solución de formaldehído

(32,7%), que corresponde a un exceso del 3%, en 6 m1 de meta­
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nol, se obtuvieron 77 mg de hordenina purificada por sublima­

ción. Su estructura se confirmó por IR y por CCD(sistema 13).

En este caso, el rendimiento fue del 92%.

. . . 133.2. Sínte51s de horden1na(metilo— C,):

Clorhidrato de tiramina (107 mg) se disolvió en 10 ml

de metanol y a la solución se agregaron 10 mg de paladio (10%

sobre carbón) y 0,5 ml de solución de formaldehído-13€ (14,6%;

90%13€). La mezcla se hidrogenó_a presión atmosférica y a tem
peratura ambiente durante 16 horas. Al cabo de este tiempo,

por CCD(sistema 13), se confirmó que la reacción era total.

Se eliminó el catalizador por filtración; se lo lavó con-meta­
nol (2 x 3 ml) y se agregaron 2 ml de hidróxido de amonio (c)

al filtrado. Se eliminó el solvente por evaporación y el resi­

duo se sublimó a 110°C y 0,001 Torr, obteniéndose un producto

blanco cristalino cuyo espectro de RMN-13€¿en Hzó + 10% D20,

pH 7) mostró las siguientes señales: 6 43,73 (-N(13QH3)2, ver
pág. 115) y 72,60, asignada a un polímero de formaldehído su­

blimable en las mismas condiciones que la hordenina (104). Es­

ta impureza se hidrolizó disolviendo 1a mezcla en 10 ml de me­

tanol y ácido clorhídrico (c) (95:5) y dejándola a temperatura

ambiente durante 12 horas. Esta solución se trató luego con

hidróxido de amonio (c) hasta pH básico y se eliminaron los

solventes por evaporación a presión reducida. El residuo obteá

nido se sublimó nuevamente (110°C y 0,001 Torr) lo que produjo

100 mg de hordenina(metilo-13C2). Rendimiento: 98%.
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RMN-IK(D20): 6 2,70-3,50 (m, zona AA'BB‘ de un sistema
. . u _ _ _ 13 , 3 _

AA BB xx , cgz cgz N( CH3)2), 2,90 (d, JC'H— 4 Hz,
12 13_ _ , 1 _ 12 _ _13 _

cg3 N CH3), 2,90 (d, JC,H— 143 Hz, CH3 N cg3), 2,90

(dd, 143 Hz y 3J 4 Hz, -N(13cg3)2); 6,85 (d,Jc,H= c,H=

J= 8 Hz, 2H, HB y HB,); 7,18 (d, J= 8 Hz, 2H, HA y H .).

RMN-13€ (HZO + 10% D20): a 43,73 (-N(13CH3)2'.

EM (m/z, %): 167 (5), 121 (7), 107 (15), 91 (10), 77 (18),

60 (100), 59 (20), 58 (2).

13
CH -CH2-N( CH3)22

3.3. Sintesis de hordenina(metilo-14C2’:

Clorhidrato de tiramina (108 mg) se disolvió en

15 m1 de metanol y a esta solución se agregó el contenido de

una ampolla de solución acuosa de formaldehído-14€ ( 2%;

38,4 ul; 500 uCi) y además 40 ul de solución acuosa de formal­

dehído inactivo (32,7%) y 20 mg de paladio (10%sobre carbón).

La mezcla se hidrogenó a presión atmosférica y a temperatura

ambiente durante 4 horas. En ese momento, se agregaron 90 ul

de solución de formaldehído inactivo (32,7%) y se continuó hi­

drogenando durante 12 horas más. Al cabo de este tiempo se con
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troló, por CCD(sistema 13), que la reacción se hubiera complg

tado. Se filtró el catalizador y se lo lavó con metanol

(3 x 2 ml) y los liquidos de lavado se juntaron con la mezcla

de reacción. Se eliminó luego el solvente por evaporación a

_presión reducida y el residuo se tomó nuevamente con metanol,

el cual fue otra vez eliminado por evaporación. Este procedi­

miento se repitió 3 veces más. Finalmente, el último residuo

se tomó con 1 ml de hidróxido de amonio (c) y se evaporó el

solvente. El residuo resultante se sometió a una purificación

por sublimación (110°C y 0,001 Torr) obteniéndose 103 mg de

hordenina(metilo-14C2) (rendimiento: 100%)cuya identidad fue

confirmada por comparación de su espectro IR con el de una
muestra auténtica de hordenina. Actividad especifica:

91,50 x 10. dpm/mmol; 0,68 mCi/mmol.
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EXPERIENCIA CON HORDENINA-a-14C (107)

A) Determinación del porcentaje de absorción del alcaloide por

raiz en función del tiempo:

El ensayo de absorción de hordenina por plantas de

Honduunxmiganese realizó sobre 20 plantas de 8 dias de desarrg

llo creciendo en sendos recipientes de vidrio ya descriptos an
teriormente (ver Capitulo II, pág. 30 ), que contenían aproxi­

madamente1 cmde altura de vermiculita lavada y esterilizada,

que estaba embebida en 2 ml de solución salina. A cada una de

estas plantas se le entregó 0,1 m1 de una solución acuosa de
hordenina-a-14C que contenia 3,4 mg hordenina/ml, lo que equi­

valia a 0,34 mghordenina/planta ó 20,6 umol/planta. La acti­

vidad especifica de la hordenina entregada era de 0,78 mCi/mmol

(1,74 x 109 dpm/mmol), o sea que se entregaron 3,59_x 1_07dpm

totales a cada planta. Este último valor también se determinó

midiendo la actividad de un blanco (recipiente sin planta), r9
alizado con vermiculita y 2 ml de solución salina, tomado al

final de la experiencia.

A cada hora después de la inoculación, se tomaron 3

ejemplares y se determinó la actividad remanente en solución.

Para ello, se retiró la planta, cuyas raices se lavaron con

agua destilada, se filtró la solución salina y se lavó el rec;
piente y la vermiculita con agua destilada. Las soluciones acug
sas se juntaron y se llevaron a volumen en un matraz aforado

de 25 ml. De esta solución se tomó 1 m1 con pipeta aforada, que
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se transfirió a un recipiente especial para medición de radiag
tividad por centelleo liquido. A ese recipiente se le agregó

también la solución centelleadora de dioxano (14 m1). Este prg

cedimiento se repitió cada hora, durante 6 horas, y también se

hizo lo mismocon el blanco: Los resultados, expresados en la

Tabla 3 y en la Figura 14, se presentan en las páginas 37 y .

36 , respectivamente.

B) Inoculación del trazador y búsqueda de los productos de de­

gradación:

El) Inoculación y cosecha del materialgyggetal:
Para

la realización de este ensayo se tomaron 600 plantas defwndum

xmiganede 8 dias de desarrollo, que crecian en 300 recipientes

de vidrio, y se inocularon por absorción a través de la raiz

con 118 mg de clorhidrato de hordenina-a-14C. Para ello se pre

paró una solución acuosa que contenia 3,9 mgde clorhidrato de

hordenina-a-l4C/ml y se agregó a cada recipiente un volumen de

0,1 ml de solución. La hordenina empleada tenia una actividad

especifica de 1,39 x 109 dpm/mmol (0,63 mCi/mmol). En conse­

cuencia, se entregaron en total 8,14 x lO8 dpm, con una dosis

de hordenina por planta de 0,16 mgde base libre. Las plantas
se mantuvieron durante 14 dias más en las condiciones de desa­

rrollo ya descriptas y finalmente fueron retiradas de los re­
cipientes. La solución salina remanente de cada recipiente se

guardó, junto con el agua proveniente del lavado de las raices
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para determinar la cantidad de hordenina remanente en solución,

o sea sin absorber.

Esta solución acuosa se llevó a volumen (1 l) y se

tomó una alícuota (1 m1) que, junto con 14 m1 de solución cen­

telleadora de dioxano, fue transferida a un recipiente especia}
para determinar su radiactividad. Se encontró que tenia

2,50 x 104 dpm, o sea que en 1 l habia 2,50 x 107 dpm, lo que

corresponde al 3,07% de la cantidad de hordenina-a-14C entre­

gada.

Las 600 plántulas, lavadas con agua destilada,.se se
pararon, una por una, en parte aérea y raiz y se secaron ambas

porciones por separado en estufa con circulación de aire a 50°C_
durante 36 horas. Idéntico proceso se llevó a cabo con el mate

rial proveniente de 250 plántulas más, que crecieron comolote

de control durante el mismotiempo, pero sin agregado de hor­
denina.—

Luego de secarlas en estufa, las fracciones se molig
ron en un molinillo y se pesaron, obteniéndose los siguientes
resultados:

Lote de control: Parte aérea: 3,03 g

(250 plantas) Raices: 3,90 g

Lote radiactivo: Parte aérea: 7,96 g

(600 plantas) Raices: 10,10 g
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B2) Extracción del material vegetal inactivo:
Con el

material vegetal del lote de control se hicieron ensayos de ex

tracción y de comportamiento de los extractos en CCDpara apli
car las observaciones obtenidas a1 estudio de las fracciones

radiactivas.

Primero se extrajo (por separado, parte aérea y ra­

Ices) con 100 m1 de éter de petróleo (fracción 60-80°C) duran­

te 46 horas en Soxhlet. Los extractos secos de raices (168 mg)

y de partes_aéreas (145 mg) fueron analizados cualitativamente
por CCD,encontrándose que los sistemas 8, 9 y 10 eran adecua­

_ dos para separar los extractos en sus componentes por una cro­
matografía en columna:

Los residuos vegetales de la extracción anterior se

extrajeron a continuación (en Soxhlet) con 100 ml de metanol

_ durante 48 horas, obteniéndose los correspondientes extractos
metanólicos, que una vez secos pesaron 390 mg el proveniente

de raiz, y 476 mg el de partes aéreas. El análisis por CCDmos

tró que los sistemas de desarrollo 11 y 12 eran adecuados para

una separación de los componentes de los extractos por cromatg

grafía en columna.

B3) Extracción del material vegetal activo:
De mane­

ra análoga a la realizada con el lote de control, se realiza­
ron las extracciones sobre el material vegetal radiactivo (por

separado, parte aérea y raices). Se comenzóextrayendo con



éter de petróleo (fracción 60-80°C) durante 60 horas (reempla­

zando el solvente cada 24 horas y midiendo la radiactividad de

cada fracción) y luego se siguió extrayendo con metanol duran­

te 66 horas (también reemplazando el solvente cada 24 horas y

midiendo la radiactividad de cada fracción). Cada extracción

se-dio por terminada cuando la radiactividad extraída por sol­

vente fresco era despreciable comparadacon la radiactividad
de la fracción anterior.

Al evaporar los solventes a presión reducida, se ob­

tuvieron los siguientes residuos:

Parte aérea: éter de petróleo: 416 mg

metanol: 980 mg_

Raices: éter de petróleo: 335 mg

metanol: 554 mg

La radiactividad total de cada uno de estos extrac­

tos era la siguiente:
Parte aérea: éter de petróleo: 2,30 x 105 dpm

5,52 x 1o2 dpm/mg

metanol: 9,43 x 106 dpm

9,62 x 103 dpm/mg

Raices: éter de petróleo: 4,69 x 105 dpm

‘ 1,40 x 103 dpm/mg

metanol: 8,03 x 106 dpm

1,45 x 104 dpm/mg

-l37­
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El material vegetal residual de las extracciones ana­

teriores se extrajo a continuación con 200 ml de agua a tempe­

ratura ambiente, durante 48 horas, con agitación continua (por

separado, raices y parte aérea). Los extractos se separaron

por filtración y al evaporar el solvente a presión reducida se

obtuvieron los siguientes residuos:

Parte aérea: 1,270 g

Raices: 1,400 g

cuya radiactividad era:

Parte aérea: 1,78 x 106 dpm

1,40 x 103 dpm/mg

Raices: 1,32 x 107 dpm

9,41 x 103 dpm/mg

_El residuo insoluble de las raices se trató luego con

180 m1 de agua a 80°C durante 48 horas, con agitación continua.

El extracto se separó por filtración y se eliminó el solvente

por evaporación a presión reducida, obteniéndose un residuo de

780 mg, cuya radiactividad era de 1,06 x 107 dpmó

1,36 x 104 dpm/mg

B4) Determinación de la radiactividad de los residuos
insolubles:

- Parte aérea:

Se tomaron 5 mg del residuo insoluble

seco proveniente de 1a extracción acuosa y se trataron con
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0,4 m1de Protosol durante 3 horas, con agitación ocasional, a

50°C, en un recipiente de vidrio especial para determinaciones

de radiactividad por centelleo líquido. A continuación se agrg
garon 15 ml de solución centelleadora de tolueno_y se midió la

radiactividad, encontrándose que tenia 118 dpm/mg, lo que co­

rresponde a una actividad total de 9,95 x 105 dpm.

- Raices:

Se realizó de la misma manera que la deteg

minación anterior, pero con 9 mg de residuo y 0,6 m1 de Protosol
(a la misma temperatura y durante el mismo tiempo). Se encon­

3tró que tenia 4,14 x 10 dpm/mg, que corresponde a una activi­

dad total de 2,81 x 107 dpm.

C) Inoculación del trazador y captación del dióxido de carbono

expelido:

C1) Prueba de captación de dióxido de carbono:
Para.

esta experiencia, se tomaron 50 plántulas de 5 dias de desarrg
llo y se transfirieron a un recipiente cerrado de vidrio, ya
descripto (ver Capitulo II, pág. 43 ) que contenía vermiculita

lavada y esterilizada. Las plantas se mantuvieronen el siste­
ma durante 10 dias, con los agregados necesarios de solución
salina nutriente. Se estableció una circulación forzada de ai­

re, recogiéndose el dióxido de carbono (del aire y el expulsa­

do por las plantaS) comocarbonato de bario, con 4 trampas en
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serie de solución saturada de hidróxido de bario. Cada 24 ho­

ras se filtró el carbonato de bario precipitado, obteniéndose

un promedio de 60 mg/h (valor muy variable, ya que dependía de

la estabilidad del flujo de aire a través del sistema). Las

plántulas resistieron tanto la transferencia como1a permanen­

cia dentro del sistema sin problemas.

C2) Inoculación del trazador radiactivo:
Repitiendo

el mismoensayo anterior, se tomaron 50 plántulas de 5 dias de

desarrollo y se transfirieron al mismosistema anterior, donde
se las mantuvocon agregados periódicos de solución salina nu­

triente. Cuándolas plantas tenian_8-dias-de desarrollo fueron
inoculadas con una solución de 21,1 mg de hordenina-u-14C

(1,74 x 109 dpm/mmol; 2,23 x 108 dpm totaleS) en 50 ml de solu

ción salina (dosis: 0,42 mg/planta). A distintos intervalos de

tiempo se recogió por filtración el carbonato de bario precipi
tado. El ensayo duró 6 dias.

Luego de ese tiempo, se recogió la solución salina

remanente y se lavaron las plantas y 1a vermiculita con agua
destilada. Estas soluciones se juntaron (2,5 l) y se tomó 1 ml

para determinar la actividad remanente en solución, que era de

1,81 x 104 dpm/ml, o sea 4,52 x 107 dpm (20,3% de lo entrega­

do).

Las raices de estas 50 plantas, sin secar, se molie­

ron en mortero con ayuda de un poco de arena y se sometieron a

una extracción con 100 ml de metanol en Soxhlet, durante 30 ho
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ras. Este extracto se llevó a volumen (100 ml) y de él se tomó

una alícuota (0,1 ml), que fue evaporada en el recipiente espg

cial de vidrio para medir su radiactividad, en una corriente

de nitrógeno. Por el método usual de medición se determinó que

tenía 2,18 x lo4 dpm, lo que corresponde a 2,18 x 107 dpm tota
les (9,8%de lo entregado). Este extracto no fue analizado..

C3) Determinación de la radiactividad del carbonato
de bario:

Se realizó por 2 métodos, y su exacti­

tud se comprobócon muestras de carbonato de bario de activi­
dad conocida.

- Método 1 (124):

Se colocaron 5-10 mg de carbonato
de bario en un pequeño crisol de vidrio, en el fondo de un tu­

-bo de vidrio con un brazo lateral, en el que se colocó 1 ml de

ácido sulfúrico (c). Este sistema se conectó a un balón, en el

cual habia 0,5 ml de tolueno y 0,1 ml de hidróxido de Hyamine

(ver Figura 23). Se hizo vacio en el sistema, abriendo las 113
ves A, B y C hasta que el tolueno entró en ebullición (0,1 Torr

o menos) y luego se cerró la llave C. A continuación se conge­

ló la mezcla contenida en el balón por inmersión del mismoen

nitrógeno liquido. Cuandola mezcla estuvo totalmente congela­
da, se abrió la llave C y se continuó evacuando el sistema por

10 minutos más y luego se cerraron las 3 llaves.
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Posteriormente, permitiendo que el ácido sulfúrico

(c) entrara en contacto con el carbonato de bario, se liberó

el dióxido de carbono. Abriendo las llaves A y C se condensó

el dióxido de carbono en el balón con hidróxido de Hyaminey

tolueno, que estaba externamente refrigerado con nitrógeno li¡_

quido, manteniéndolo a esa temperatura durante 1 hora,-para

que la transferencia fuera total. Finalmente, el balón aislado

del resto del equipo (llave C cerrada) se dejó llegar a tempe­

ratura ambiente, y luego de 30 minutos se transfirió la solu­

ción resultante a un recipiente de vidrio especial para medir
radiactividad por centelleo liquido, lavando con 2 porciones

de 5 ml de solución centelleadora de tolueno.

- Método 2 (ll7):_
Carbonato de bario (5-10 mg) se

suspendió en l‘ml de-agua y 14 ml de solución centelleadora de

dioxano, en un recipiente especial de vidrio para medición de
radiactividad. Para facilitar la dispersión del sólido, se su­
mergió el recipiente en un baño ultrasónico durante 15 minutos

y para evitar la decantación del carbonato de bario se agrega­
ron 200 mgde gelificante (Cab-0-Sil), y se midió la radiacti­

vidad por centelleo liquido. Por este segundo método se obtie­

nen valores que corresponden al 80%de los determinados por el
método l.

Los resultados globales de la experiencia se presen­

tan en la Tabla 5 y en la Figura 15, en páginas 46 y 45 , reg
pectivamente.
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4
EXPERIENCIA CON HORDENINA-B-1 C (103)

A) Inoculación del trazadorgy búsqueda de los productos de de­

gradación:

A1) Inoculación del trazador:
Plántulas de cebada de

8 dias de desarrollo (400) fueron inoculadas con 157 mg de ho:

denina-8-14C. Para ello se disolvieron en 20 ml de solución sa

lina_nutriente los 157 mgl y se agregó 0,1 ml de esa solución

a cada uno de los 200 recipientes de vidrio en que crecian las

400 p1antas._Posteriormente, se lavó el matraz que contenía la
solución salina radiactiVa con otros 100 ml de solución nutrien
te, distribuyendo 0,5 ml más en cada recipiente. Dosis:

0,39_mghordenina/planta; actividad especifica: 0,19 mCi/mmol

6 4,30 x 108_dpm/mmol¡actividad total entregada: 0,18 mCi ó

4,08 x 108 dpm. - i

A2) Análisis de la hordenina sin absorber:
Luego de

24 horas, se retiraron las plantas de los recipientes, reco­

giendo la solución salina remanente y lavando las plantas y
los recipientes con agua destilada. Del volumentotal recogido

(1,2 l), se tomó 1 ml para medir la radiactividad no absorbi­

da, y para ello esta alícuota se mezcló con 14 ml de solución

centelleadora de dioxano y se realizó la determinación, encon­

trándose que esta solución tenia una actividad de



-145­

8,75 x 104 dpm/ml, lo que corresponde a 1,05 x 108 dpm (o sea,

25,7% sin absorber y 74,3% absorbido en 24 horas).

Esta solución se llevó a pH 1 mediante el agregado

de ácido clorhídrico 1 N y se liofilizó. El residuo se tomó

con solución de hidróxido de amonio (c) (25 m1) y se evaporó a7

sequedad a presión reducida y el residuo obtenido se sublimóqa

100-105°C y 5 x 10-4 Torr, obteniéndose 35 mg de un sólido blan

co, identificado comohordenina-B-14C por,CCD (sistema 13) y

por espectrometria de masa. Actividad especifica: 0,19 mCi/mmol

.6 4,30 x 108 dpm/mmol.El residuo remanente luego de la subli­

ímación no mostró actividad.

A3) Extracción del material vegetal:
El material ve­

getal, sin secar, fue separado en raices y parte aérea, y am­

bas fracciones (disgregadas en mortero con ayuda de arena 1a­

vada) fueron extraídas en Soxhlet con metanol, durante 48 ho­
ras. A las 24 horas de extracción se renovó el solvente, y se

controló la finalización de la extracción por medición de la
radiactividad extraída.

A1 evaporar el solvente de cada uno de los extrac­

tos, se obtuvieron los siguientes residuos:

Raices: 2,28 g

Actividad total: 1,77 x 108 dpm

Actividad especifica: 7,76_x 104 dpm/mg
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Parte aérea: 0,93 g

Actividad total: 1,21 x 107 dpm

Actividad especifica: 1,30 x 104 dpm/mg

A4) Determinación de 1a radiactividad de los residuos
insolubles:

A continuación se midió la radiacti­

vidad de los residuos insolubles, previo tratamiento de ese ma

terial con Protosol, comoya se ha descripto (ver pág. 138).

Se encontró que el material vegetal aéreo (1,62 g) tenia una

actividad especifica de 748 dpm/mg(actividad total:

1,21 x 106 dpm), por lo que no se continuó su análisis.

- En cambio, el material vegetal de las raices (2,60 g),

tratado de la mismamanera con Protosol, mostró que tenia una

actividad especifica de 3,79 x 104 dpm/mg(actividad total:

9,90 x 107 dpm), por lo que fue sometido a una extracción en

Soxhlet con agua durante 42 horas. A las 18 horas de extracción

se renovó el solvente, y se controló la finalización de la ex­
.tracción por medición de la radiactividad de los extractos.

El extracto acuoso fue llevado a sequedad por liofi­

lización (previa acidificación del mismocon gotas de ácido

clorhídrico (c)), y se obtuvo un residuo de 0,68 g, cuya actif
vidad especifica era de 3,12 x 104 dpm/mg(actividad total:

2,12 x 107 dpm).

El material vegetal insoluble en agua (1,81 g) toda­
via mostraba algo de actividad, comose determinó tratando una

pequeña porción del mismo (5 mg) con Protosol y midiendo su r3
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diactividad, según un procedimiento ya descripto (ver pág. 138).

Este residuo tenia una actividad especifica de 4,27 x 104 dpm/mg

(actividad total: 7,73 x 107 dpm).

B) Aislamiento de 1a lignina de raiz (110):

Unaparte del residuo insoluble de la extracción an­

terior (0,4 g) se trató con 10 ml de hidróxido de sodio 0,5 N

a 80°C, con agitación continua durante 12 horas. Al cabo de eg

te tiempo, la mezcla se filtró y el residuo insoluble se lavó
con agua. Este tratamiento se repitió 2 veces más sobre el re­
siduo insoluble.

La solución básica proveniente de estos-tratamientos
se concentró hasta unos 15 ml y luego se acidificó con ácido

sulfúrico 5 N. El precipitado de color pardo producido fue se­

parado por centrifugación y posteriormente lavado 3 veces con
agua. Este precipitado se disolvió en la minimacantidad de hi

dróxido de sodio 1,25 N (aproximadamente 4 ml) y se agregaron

16 m1de etanol y ácido sulfúrico S'N hasta neutralidad o ligg
ra acidez. La suspensión producida se separó por centrifuga­

ción y a la solución limpida, de color pardo, resultante, se

le eliminó la mayor parte del etanol por evaporación. En este

punto precipitó la lignina, la que fue separada por centrifu­
gación y posteriormente purificada por redisolución en hidró­
xido de sodio 1,25_Ny precipitada por adición de ácido sulfú­

rico 5 N hasta ligera acidez. Esta suspensión se calentó a ebg

llición con lo que la lignina coaguló y fue más fácil de sepa­
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rar por centrifugación.

Se obtuvieron 133 mg de lignina, cuya radiactividad

(medida disolviéndola con Protosol, según una técnica ya des­

cripta, ver pág. 138) resultó ser de 1,28 x 105 dpm/mg.

C) Análisis del extracto metanólico de raiz:

Al extracto metanólico seco (2,28 g; ver pág. 145)

se le eliminaron los lípidos y sustancias no polares tratándo­

lo con 2 porciones de 50 ml de éter de petróleo (fracción 60­

80°C),Ïdurante 24 horas a temperatura ambiente. Los extractos

de éter de petróleo no mostraron actividad.

- El extracto ya tratado con éter de petróleo se sem­

bró en una columnade silicagel (relación muestra/adsorbente:

1:100;_220 g de silicagel) y se fue eluyendo con cloruro de mg

tileno y cantidades crecientes de metanol. Se recogieron frac­
ciones de aproximadamente 100 m1 cada 4 horas, con ayuda de un

colector automático.

Cada fracción de la columna fue controlada por CCD,

desarrollando con el solvente de elución que se estaba emplean

do en ese momento. También se determinó la radiactividad de ca

da una de las fracciones, analizando solamente aquéllas que

mostraban un nivel de radiactividad significativo.
En las fracciones 160-180, eluidas con una mezcla de

cloruro de metileno y metanol 9:1, se encontraron 33,1_mgde

hordenina-B-14C, que fue purificada por sublimación (110°C y

0,001 Torr), cuya actividad especifica era de 2,48 x 108 dpm/mmol.
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Su identidad fue confirmada por EMy también por CGL­

EMde su derivado trimetilsililado. Este último se preparó to­

mando 3 mg del residuo de las fracciones 160-180 y tratándolos

con 100 ul de una mezcla de hexametildisilasano (HMDS)y trimg

tilélorosilano (TMC)en relación 99:1, durante 15 minutos a
100°C.

EM (m/z, %): 237 (M+ , 2), 222 (6), 179 (6), 73 (22), 58 (100);

que corresponde a:

Hz-CHZ-N(CH3)2

0-Si(CH3)3

Entre las fracciones 186 y 220 se obtuvieron 37,5 mg

de tiramina (que se oxida rápidamente al entrar en contacto

con el aire), la que fue identificada por EMy por CCD(siste­

ma 13), revelando con solución de ninhidrina (129). La tirami­

na fue eluida también con la mezcla de cloruro de metileno y

metanol en relación 9:1. La actividad especifica de este pro­

ducto era de 1,97 x 108 dpm/mmol.

Nose obtuvieron fracciones de radiactividad signifi
cativa al aumentar la polaridad del solvente de elución, salvo

cuando se empleó la mezcla de metanbl y ácido clorhidrido (c)

en relación 97:3. Entre las fracciones 610 y 615¡ eluidas con
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esta mezcla, se obtuvieron 18 mgde ácido p-hidroxibenzoico,

identificado por CCD(sistema 12) y por EM.

EM (m/z, %): 138 (M+', 73), 121 (100), 93 (34), 45 (41).

La actividad medida de este producto era de

1,69 x 108 dpm/mmol. No se encontraron otras fracciones con
un nivel de radiactividad significativo. En particular, entré

hordenina y tiramina, no pudo detectarse la presencia de N-me­

tiltiramina (por CCDde las fracciones concentradas).

D) Análisis del extracto acuoso de raiz:

El residuo sólido obtenido por liofilización del ex­

tracto acuoso (0,68 g), se investigó por CCb (sistema 13Ï, en

busca de sustancias orgánicas radiactivas. Se encontró que el
residuo mostraba 2 sustancias de comportamiento cromatográfico

similar a hordenina y tiramina (no se encontró N-metiltirami­
na). Para determinar la localización de la radiactividad a lo

largo de la capa delgada, se dividió ésta en porciones de aprg

ximadamente1,5 cmde longitud, desde el origen hasta el fren­

te de solvente, teniendo especial cuidado en separar las man­

chas de hordenina y tiramina. Cada una de estas porciones de

la placa se transfirió cuantitativamente a un recipiente espe­
cial para medir radiactividad por centelleo liquido. Al reali­
zar las determinaciones se encontró que el 50%de la radiacti­

vidad estaba en la zona de hordenina y el otro 59%en la zona

de tiramina. No se encontró radiactividad en ninguna otra zona.
El residuo se tomó entonces con 2 m1 de hidróxido de
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amonio (c) y se eliminó el solvente a presión reducida. Este

residuo se sublimó a 5 x 10-4 Torr y 105-110°C, obteniéndose

7,0 mg de hordenina, cuya identidad fue confirmada por EMy

por CCD(sistema 13). Su actividad especifica era de

2,50 x 108 dpm/mmol.

Al aumentar la temperatura hasta l40-150°C sublimó

otro producto, sólido, blanco y cristalino, que se oxidaba rá­

pidamente al aire, y que fue identificado comotiramina, tam­

bién por CCD(sistema 13) y por EM. Su actividad especifica

era de 2,02 x 108 dpm/mmol.

E) Análisis de la lignina de raiz:

El) Hidrólisis alcalina (111):
Se tomaron 150 mg de

lignina y se trataron a ebullición, con 15 ml de hidróxido de
potasio metanólico 2 N durante 24 horas. Al cabo de este tiem­

po se agregaron 15 ml de agua, se acidificó con aéido acético

y se extrajo con 3 porciones de 25 m1de éter etílico. El ex­

tracto etéreo se lavó con agua, se secó sobre sulfato de so­

dio anhidro, se filtró y se llevó a sequedad. El residuo ob­

tenido (3,2 mg) se identificó comoácido p-hidroxibenzoico por

CCD(sistema 12) y por EM. Comola cantidad aislada de ácido

fue muy pequeña, 800 mg del material vegetal insoluble en agua

(pág. 146) se hidrolizaron comose indica más arriba, lográn­

dose aislar 6,0 mgdel ácido esperado, cuya actividad especi­
fica era de 1,58 x 108 dpm/mmol(recristalizado una vez de
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agua).

E2) Oxidación alcalina con nitrobenceno (112):
Se tg

maron 10 mg de lignina y se trataron con l m1 de hidróxido de

sodio 2 N y 0,06 m1 de nitrobenceno, en un recipiente especial

de acero inoxidable, hermético, de 2 ml de capacidad. La mez­

cla se calentó a 160°C durante 2,5 horas. Luego de dejar en­

friar, se tomaron 2 alicuotas de la mezcla de reacción (0,2 ml

cada una) x se sembraron en sendos papeles cromatográficos.
‘Las zonas de siembra se acidificaron ligeramente, pasando el

papel rápidamente por vapores de ácido acético en ebullición.

_Los papeles se desarrollaron con el solvente'mezcla 9a descrip

to (ver pág. 88 ) durante 13 horas. Uno de los papeles fue re­

velado con solución de 2,4-dinitrofeni1hidrazina en'etanol, de
tectándose la presencia de vainillina y p-hidroxibenzaldehido.
Este papel se usó posteriormente para medir la distribución de
la radiactividad a lo largo del mismo. Se encontró que la zona

de vainillina era inactiva, mientras que la zona del p-hidro­
xibenzaldehido mostraba el 19,4%de la actividad total de la

mezcla. El 80,6% restante estaba en la zona de siembra.

El segundo papel se cortó en las zonas correspondien

tes a vainillina y p-hidroxibenzaldehido: para ubicar estas 22
nas, se habia sembrado un punto con la misma mezcla de reac­

ción sobre un costado del papel, el cual fue recortado y reve­
lado con solución de 2,4-dinitrofenilhidrazina en etanol. Las

respectivas tiras se sometieron a extracciones en Soxhlet con
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etanol (25 ml) durante 2 horas.

A cada uno de los extractos se le agregaron 4 m1 de

hidróxido de potasio en etanol (0,2%) y se llevaron a volumen

(50 ml).

Para determinar la cantidad de cada aldehido presen­

te, se midió la absorbancia de estas soluciones, a 352 nmpara

vainillina y a 335 nmpara p-hidroxibenzaldehido. La cantidad

de cada aldehido presente se valoró por comparación de la ab­
sorbancia de estas soluciones con la absorbancia de soluciones

de concentración conocida de estos aldehidos, preparadas de la

mismamanera. Los valores determinados fueron corregidos te­

niendo en cuenta la absorbancia de un blanco obtenido de igual

forma, utilizando papel cromatográÍico limpio._ _

De esta manera se estimó due, de los 10 mg de ligni­

na tratados, se habia producido 1,0 mgde cada aldehido (o sea,

un 20%de aldehidos, en relación 1:1).

Cuando se repitió la determinación con 40 mg de mate

rial vegetal insoluble en agua (sin aislar la lignina, ver pág.
146) se obtuvieron los mismosresultados, teniendo'en cuenta

las distintas cantidades de lignina presente en cada caso.
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EXPERIENCIA CON HORDENINA(METIL0-14C2L

A) Inoculación del trazador:

Esta inoculación se realizó en las mismascondicio­

nes que 1a de la hordenina-a-14C (ver pág. 139). Se emplearon

50 plántulas de fünduunxmlganeque crecian en un recipiente de

vidrio cerrado, con circulación forzada de aire, ya descripto

(ver Capitulo II, pág. 43 ). Cuandolas plántulas cumplieron

8 dias de desarrollo fueron inoculadas con 18,2 mg de hordeni

na(metilo-14C2), disueltos en 25 ml de solución salina nutrien
te (actividad especifica: 1,50 x 109 dpm/mmoló 0,68 mCi/mmol;

actividad total entreoada: 1,65 x 108 dpm; dosis: 0,36 mg/planta).

B) gaptación del dióxido de carbono expelido:

El dióxido de carbono expelido por las plantas (más

el contenido en el aire) se fue recogiendo comocarbonato de

bario, a distintos tiempos, con una serie de trampas de solu­
ción saturada de hidróxido de bario. El carbonato de bario

producido se separó por filtración. Este ensayo duró 6 dias.
La actividad de cada fracción de carbonato de bario

obtenida se determinó por el método 2 (117), descripto en la

página 143, controlando la exactitud del método con muestras
de carbonato de bario de radiactividad conocida. En estas

fracciones se encontró el 94,6%de la actividad entregada.

La solución salina remanente luego de los 6 dias,
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más el agua empleada en el lavado de las plantas, se llevó a

volumen (1 l), y se tomó una alícuota (1 ml) para determinar

la radiactividad que habia quedado sin absorber, por cente­

1leo liguido, y que resultó ser de 5,69 x 106 dpm, lo que co­

rresponde al 3,4%de la actividad total entregada.

C) Extracción del material vegetal:

Por último, se dividieron las 50 plántulas en raices

y parte aérea, y luego de disgregarlas por separado en mortero

con ayuda de arena lavada, se sometieron a extracciones en­

Soxhlet, con 200 ml de metanol cada una, durante 24 horas. Al

cabo de este tiempo, se determinó la actividad de los extrac­
tos. Se encontró que el extracto metanólico de las raices te­

nia 2,80 x 106 dpm, lo que corresponde a un 1,7% de lo entre­

gado. La radiactividad del extracto metanólico de la parte ag
rea era despreciable.

Los resultados generales de la experiencia se pre­

sentan en la Tabla 9-y en la Figura 21, de las páginas 83 y

82 , respectivamente.
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PREPARACION DE HOMOGENATOS DE TEJIDO DE RAIZ DE Hondeum valga/ue.

ESTUDIO DE SU CAPACIDAD PARA DEGRADAR HORDENINA

A) Preparación del homogenato:

Se tomaron las raices de 200 plantas de chdum1

wúgane de 15 dias de desarrollo y se sumergieron en 200 ml

de solución reguladora de fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,2), en

un baño de hielo. Esta suspensión fue disgregada cuidadosamen

te en una licuadora a 4-5°C, en intervalos de 30 segundos, se

parados por 5 minutos, durante 1 hora.

A continuación, se rompieron las células por ultra-_
sonido, en pulsos de 100 Wde 1 segundo de duración, separa­

dos por 30 segundos, durante 15 minutos a 4-5°C.

La suspensión-se centrifugó a 5000 x g durante 15

minutos, se separó el sobrenadante y se volvió a centrifugar,

ahora a 15000 x g, durante 2 horas, en ambos casos a 4°C. Es­

te sobrenadante se separó en 2 partes, una de 35 ml y otra de
200ml. Esta última fracción se concentró por ultrafiltración

por una membrana Amicon de PM10000 (Diaflo YM-lO), hasta

20 m1, a 5°C.

B) Ensayos de actividad del homogenato:

Del homogenato concentrado se tomaron 3 porciones

de 2 ml, a las que se agregaron 0,99 mg de hordenina-a-14C
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(1,18 x 109 dpm/mmol ó 0,53 mCi/mmol), y se incubaron a 30°C,

con agitación continua, durante 14 horas.

Simultáneamente, se incubaron 2 porciones del homo­

genato sin concentrar (17 ml), a los cuales se agregó la mis­
ma cantidad de hordenina-a-14C.

También se incubó una parte del residuo separado

por centrifugación, el cual fue resuspendido en 17 ml de la

solución reguladora de pH 7,2, con la misma cantidad (0,99 mg)­

de hordenina-a-14C (previamente, se habia lavado este residuo

con 2 porciones de 20 ml de la solución reguladora, suspen­

diéndolo y separándolo por centrifugación).
Finalmente, también se incubaron 2 fracciones del

homogenato regenerado-(ZO ml cada una) con la misma cantidad

de hordenina-a-14C. Este homogenato se preparó mezclando 4 ml

del homogenatoconcentrado con 36 ml de la solución filtrada

obtenida en el proceso de ultrafiltración.
Paralelamente, se hizo un ensayo en blanco, con

17 ml de solución reguladora y 0,99 mg de hordenina-a-14C.

Luego de 14 horas de incubación, se detuvieron las

reacciones mediante el agregado de 0,5 ml de ácido clorhídri­

co (c) a cada ensayo. Para determinar el grado de degradación

de la hordenina-u-14C entregada, se determinó la radiactivi­
dad remanente en cada solución, tomando una alícuota de cada

una y midiendo su radiactividad por centelleo liquido.

Los homogenatosconcentrados y los originales fue­
ron liofilizados y los residuos de cada uno de ellos se toma­

ron con 0,5 ml de metanol y se analizaron por CCD(sistema 13),
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para observar su comportamiento cromatográfico y comparar los

resultados. Se encontró que el homogenatosin concentrar mos­

traba una serie de productos radiactivos, entre los que se eg
contraba la hordenina sin metabolizar. Esto se determinó mi­

_diendo la radiactividad a lo largo de toda la capa delgada}
comoya se explicó anteriormente (ver pág. 150).

En cambio, el homogenato concentrado mostraba un

producto mayoritario, que retenia el 70%de la radiactividad

remanente en el homogenato, y que no se trataba de hordenina
ni de tiramina.

Se tomó entonces el resto de la solución metanólica

de ese homogenato y se la concentró en un crisol de oro de a­

progimadamente 2 mmde diámetro y-S mmde altura, especial-pg

Ira usar en el sistema de introducción directa de muestras en
el espectrómetro de masa. Al observar el espectro de masa de

este residuo, se detectó en el osciloscopio la presencia del
ion-de m/z= 151 (correspondiente al ion molecular de N-metil­

tiramina), y no se detectaron los iones de m/z= 137 y m/z= 165,

que corresponden a los iones moleculares de tiramina y horde­

nina, respectivamente.
Los resultados globales de esta experiencia se en­

cuentran resumidos en la Tabla 8 , de página 73 .
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EXPERIENCIA CON HORDENINA(METILO-13C°)

Ensayo de observación directa por RMN-13€:

El homogenato concentrado que se-iba a emplear en

la inoculación con hordenina(metilo-;3C2) se preparó de la
misma manera que el anterior, partiendo de 200 raices de Hamüum

wumanede 15 dias de desarrollo. La única diferencia introdu­

cida fue el grado de concentración, ya que en este último ca­
so el volumenfinal de la ultrafiltración fue de 10 ml.

Se tomaron 4 ml de este homogenato y se colocaron

en un tubo de RMNde 12 mmde diámetro. ESte homogenato fue

inoculado con 200 ul de una solución de nordenina(metilo-13C2)
(19,3 mg) en agua deuterada (1 ml), que corresponden‘a 3,9 mg

de hordenina. La sintesis de este trazador ha sido discutida

anteriormente (ver Capitulo II, pág. 26 y Capitulo III, pág.
130).

El proceso de degradación se siguió por RMN-13€,acg

mulandoespectros en intervalos de 2,3 horas durante 48 horas,

a aproximadamente 28°C. Cada espectro fue el resultado de

10000 pulsos de 90°, con una amplitud espectral de 5120 Hz y

una velocidad de repetición de 0,8 segundos. Comose indicó

previamente (Capitulo II, pág. 75 ), el estudio permitió de­

tectar la degradación de hordenina a N-metiltiramina. Luego

de las 48 horas, y en vista de que aún se observaba la señal

correspondiente al grupo metilo de N-metiltiramina(metilo-13€),
se intentó su aislamiento, que fue infructuoso.
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RESUMEN

En las semillas de Hbmüwmmamada (cebada) no existen

alcaloides, pero éstos aparecen durante los primeros dias de

germinación, para finalmente desaparecer aproximadamentea los
Atreinta dias de desarrollo de la planta.

catabolismo de uno de estos alcaloides,

El presente trabajo tuvo por objeto el estudio del

la hordenina, en plan­

tas de Hondeumvalga/Le.

E.

I?

En el mismo se describen:

Los antecedentes que dieron origen al presente estudio; en

tre ellos los alcaloides presentes en la cebada, su concen
-tración y los estudios'sobre Biosintesis de B-feniletila­
minas.

Las sintesis de los distintos trazadores, radiactivos o no,

empleados en la elucidación del camino metabólico. Ellos
fueron:

1) hordenina-a-14C

2) hordenina-B-14C

3) hordenina(metilo-14C2)
13

4) hordenina(metilo- C2)
La búsqueda de un buen sistema para el desarrollo de las

plantas y de un buen método de inoculación del alcaloide.

Las inoculaciones de los tres primeros trazadores (radiac­

tivos) en plantas enteras de Hondeumvulgafle, del mismo gra­

do de desarrollo, y en condiciones controladas y reprodu­
4C se demostrócibles. Con 1a inoculación de hordenina-a-1
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que el C-a de hordenina se eliminó comodióxido de carbono.

Al entregar hordenina-B-14C, se marcó el camino de la otra

porción de la molécula de hordenina, encontrándose que la

formadaal desmetilarse y posteriormente per­l
der el C-a, ejemplificada por el aislamiento de ácido p-hi
unidad C6-C

droxibenzoico libre, se incorpora en la lignina de raiz."

Finalmente, la inoculación de hordenina(metilo-14C2) mos­
tró que los metilos son eliminados también comodióxido de
carbono.

e. La preparación de homogenatosde tejido de raiz y el estu­

-dio de su capacidad para degradar hordenina.

É. La inoculación de hordenina(metilo-13C2) en homogenatos de

tejido-de raiz y 1a_observacióh direéta de los primeros pa
sos del proceso degradativo por RMN-13€.Esta experiencia

permitió confirmar que la.desmnilación de hordenina ocu­

'rria en dos etapas, siendo el intermediario la N-metilti­
ramina:

Conlos resultados de las distintas experiencias, se
propuso y discutió un posible camino degradativo para el alca­
loide hordenina en plantas de cebada.
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