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CAPITULO I

INTRODUCCION




GENERALIDADES

La cebada ( Hordeum vulgane ) 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 montafias y puede crecer en los oasis de desier-
tos, ya que tolera mayor concentracifén salina que la mayoria
de los cereales. Aunque la cebada es un cultivo de clima frio,
resiste altas temperaturas si la humedad es baja, pero no se
adapta a los climas c§lidos y hGmedos. Se cultiva muy poco en
los tr6picos, excepto en zonas montafhosas como en Méjico, los
Andes y el este de Africa. Las zonas de mayor produccifén son:
Europa, el norte de Africa, Etiopfa, el Cercano Oriente, la
URSS, China, India, Canadi 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 alimentacién de animales, para la fabricacidn de maltas pa

ra cerveza y para la alimentacién humana.

HISTORIA

La cebada fue uno de los primeros cultivos domesti-
cados en el Cercano Oriente (2). Han aparecido restos arqueo-
1l6gicos de lo que parecen ser formas salvajes en el Eufrates,
en Siria, de aproximadamente 800Q afios a:C. También hay res-

tos al sur de las alturas del Jord&n y en Jarmo, en Irak, de



de unos 6800 afios a.C. No ha sido posible determinar si provie
nen de cosechas salvajes o de los primeros intentos para cul-
tivar el cereal.

La cebada cultivada se encontr6 en Iran, Siria, Pa-
lestina y Turquia, cuya antiguedad oscila entre los 6000 a
7000 afos a.C.

La agricultura se desarrolld 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 irrigacibn
se desarrolld répidamente y la cebada fue el principal cultivo
de esa época, no s6lo en la Mesopotamia, sino también en Egip-
to. Los restos encontrados indican que en esa &poca, la cebada
era mds importante que el trigo para la alimentacifn humana.

La cebada era el grano mas abundante en el Cercano
Oriente, y el mis barato. Era el dinero de los pobres, la ra-
cibn de los soldados, los siervos y los esclavos, y el medio
de vida de los campesinos griegos. Tenia reputacifén de ser una
comida fuerte, y a los antiguos gladiadores se los llamaba
hordearnii porque se alimentéban con cebada durante su entrena-
miento.

De acuerdo con la gvidencia arqueol6gica, la cebada
lleg6 a Espana 5000 afios a.C. y un poco después al Rin. Tam-
bién se extendid a la India, adonde lleg6 3000 afios a.C., y
luego pas6 a China. También lleg6, en algGn momento a Etiopfa,
donde se transform6 en el cultivo dominante.

La cebada 1leg6 al Nuevo Mundo con Colén en su se-

gundo viaje. A comienzos del siglo XVI se introdujo en Méjico.



En PerG tuvo un gran éxito entre los indios, debido a su tole-
rancia al frfo, ya que se adapt6 perfectamente al clima de los
Andes. Durante el siglo XVIII la cebada se cultivaba en casi

todas las colonias espafiolas, desde el sur de Argentina y Chi-

le hasta California.

ALCALOIDES DE Hordeum vulgare (cebada)

Los estudios quimicos sobre la cebada comenzaron ha-
ce muchos anos, debido al interé&s que despertaba la fabrica-
cibn de cerveza, su an8lisis y la evaluacifn de las distintas
calidades de cebada, segin la cantidad de malta y cerveza que
podian producir.

El malta, empleado en la fabricacién de cerveza, es-
td constituido por el grano de cebada recién germinado y seca-
do. Debido a la corta duraci6én de la germinacién, de 24 a 48
horas‘dependiendq de la temperatura a la que ésta se realice,
la pl&ntula se reduce a unas raicillas que se eliminan f&cil-

mente por friccién (3).

Estas raicillas secas, subproducto de la fabricacién
del malta, tienen un alto contenido de nitr6geno y por ello se
intent6 utilizarlas como forraje, pero resultaron ser téxicas
para los animales.” Por otro lado, Roux habfa encontrado que un
medio de cultivo preparado con un extracto acuoso de estas rai
"cillas no permitfa 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



los resultados de los tratamientos fueron aleatorios, este mé-
todo fue r&pidamente abandonado (4).

Mientras tanto, Lauth, de Carcassonne, le envi6 a E.
Léger estas raicillas para que averiguara si sus propiedades
eran debidas a algGn principio quimico. Estas investigaciones
finalizaron con el aislamiento de un alcaloide que L&ger deno-
min6é hordenina (I), y cuya estructura también determiné (5-9).
Casi simulté&neamente, Gaebel (10) hizo el mismo descubrimien-

to.

Este compuesto ya habfia sido encontrado antes en un
cactus de Méjico (Anhalonium §issuratum Engelm.) por Heffter, que
le dio el nombre de anhalina. En un primer momento, se pens6
que se trataba de dos alcaloides distintos, hasta que Spaeth,
en el curso de un trabajo sobre sintesis de hordenina, demos-
tr6 que se trataba de la misma sustancia (11).

Posteriormente, han aparecido numerosos trabajos que
informan acerca de la presencia de hordenina en distintas fa-
milias de plantas (12,13), en algas (14-16) y hongos (17,18},
en Amarilidéiceas (19-21), Berberid&ceas (22), en muchas otras
Cactéceas (23-42), también en Cannabindceas (43) y Euforbi&-
ceas (44), en otras Gramfneas (45-48) y Leguminosas (49-51},

y también en Liliiceas (52), Rutéceas (22), Asclepiadédceas

(53) y Solaniceas (54).
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OTROS ALCALOIDES EN CEBADA

Junto con la hordenina, se han encontrado también
otras B-feniletilaminas muy relacionadas, tanto estructural
como biosint&ticamente (67,68), que son la tiramina (II), la

N-metiltiramina (III) y la candicina (IV).
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Ademds de las B-feniletilaminas, en cebada hay alca-
loides ind6licos, como la 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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PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA HORDENINA

La acci6n farmacol6gica de la hordenina fue descrip-
ta por primera vez por Heffter (4). En ranas provoca pardlisis
del sistema nervioso central, sin excitaci6én previa. Camus (55)
inform6 que el compuesto es ligeramente antiséptico y que inhi
be algunos fermentos solubles.

Tiene baja toxicidad para mamfferos, y en pequefias

dosis no tiene ningGn efecto sobre la circulacién sangufnea;

dosis mayores causan un aumento en la presifén sanguinea y ace-
leran el pulso; finalmente, dosis muy grandes provocan la muer
te por paro respiratorio (12).

Rietschel (12) encontr6 que el efecto sobre la pre-
si6n no es de origen central y que la hordenina estimula el
mGsculo cardfaco. Es mucho menos activa que la adrenalina y de
acuerdo con Raymond-Hamet (56,57) y Luduefia (12), tiene un efec

to similar a la nicotina.



También se sabe que es diurética y se ha usado como
remedio contra la diarrea y la disenterfa (12). Esto puede de-
berse a que presenta propiedades antibi6ticas (58,59).

Recientemente (60), se ha encontrado que los ratones
de campo rechazan la comida si &sta tiene hordenina, y que su
ingestibn les provoca lesiones en el rin6n (61).

Con respecto a su accidn sobre insectos, para las
langostas es inhibidor de la ingestifn de material vegetal (62,
63) y también inhibe la succibén de una solucibn de sacarosa
que la contenga (64).

Todas estas observaciones indican que la hordenina
puede tener importancia en agricultura, ain mds si se tiene en
cuenta que B-feniletilaminas de estructura muy similar son
inhibidores de crecimiento de plantas (65).

Por Gltimo, 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 (71), que
determin6 la localizacibén y la concentraci6n de hordenina en
la planta de cebada, en funcifn de su grado de desarrollo, mu-
chos otros investigadores han estudiado la distribucibén y la
biosintesis de este derivado de la tiraminé. La hordenina, y
su precursor inmediato, la N-metiltiramina, no se encuentran

en la semilla de cebada sin germinar, pero aparecen en las ra-



ices durante el primer dfa de la germinacifn. El nivel de es-
tos alcaloides en las raices alcanza un mé&ximo entre ios 5y
los 11 dfas (siendo este mdximo reproducible para cada varie-
dad de cebada, cultivada en condiciones experimentales cons-
tantes). Luego de este m&ximo, la cantidad de g-feniletilami-
nas decae hasta que luego de un mes de desarrollo, quedan s6lo
trazas de ellas (67,68,72,73).

Raoul sugiri6 que la hordenina se biosintetizaba por
sucesivas metilaciones de la tiramina, sin embargo €1 no logrb
encontrar N-metiltiramina en las rafces de cebada, la cual fue
detectada e identificada afios después por Kirkwood y Marion
(74). E1 camino biosintético propuesto por Raoul fue confirma-
do al aislarse N-metiltiramina y hordenina radiactivas, 4 dias
después de haber inoculado pléntulas de cebada con tiramina-
a—14C (75). Posteriormente, se demostr6 que la fenilalanina
(76) y la tirosina (77) son precursores mis remotos de la hor-
denina (ver Figura 1).

También se ha aislado, de raices de cebada, la enzi-
ma que cataliza la metilaci6n de tiramiha para dar N-metilti-
ramina, con S-adenosilmetionina, y se ha comparado su 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 metab6lico en la cebada, con prop6-
sitos desconocidos, pero s6lo durante la primera etapa de su

desarrollo.

Aun cuando se habfia trabajado mucho en su biosinte-

sis, s6lo habfa un trabajo que trataba acerca de su catabolis-



mo en plantas enteras, del afio 1956 (81), y cuyos resultados
no parecian muy concluyentes. Mucho m&s recientemente, Meyer
y Barz (73,82) estudiaron este tema, pero en cultivos de cé-
lulas, con los problemas de diferencia de comportamiento que
€stos pueden tener (135-137).

Dado el interés que despertaba el poder determinar
paso a paso el camino de descomposicifén de la hordenina en la
planta de cebada en desarrollo, y que esa velocidad de degra-
dacibn era lo suficientemente lenta como para tratar de encon-
trar los intermediarios degradativos, pero lo suficientemente
ripida para obtener resultados en tiempos relativamente cor-
tos, fue nuestro prop6sito estudiar el mencionado proceso ca-
tab6lico. Para ello se programé utilizar trazadores isotbpicos
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-
ficacién. Aun en casos en que no fuera posible aislar los pro-
ductos de degradacién, la presencia de una marca facilitaria
una tentativa identificacién mediante las modernas técnicas

cromatogréficas y espectroscb6picas a nuestro alcance.
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CAPITULO II

RESULTADOS Y DISCUSION




SINTESIS DE HORDENINA ISOTOPICAMENTE MARCADA

Para estudiar el catabolismo del alcaloide hordeni-
na en plantas de cebada, se necesitaba el alcaloide marcado
con isbtopos radiactivos o de masa en distintas posiciones. En
particular, las posiciones de mds interé&s eran los carbonos de
la cadena lateral y los de los grupos metilos unidos al nitr6-
geno.

Primeramente, se sintetiz6 la hordenina marcada con

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

1. Sintesis de hordenina—u-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 permitfan la introduccién en la molécula de
un &tomo de carbono isot6pico (por ejemplo, como unidad de un
carbono C-1, como el cianuro de potasio). También se habian
descripto las siﬁtesis de hordenina—u—l4c (81) y de hordenina-
8-140 (83), pero en el primer caso, los procedimientos emplea-
dos en ese entonces hacfan dudar de la certeza en la posicibn
de la marca y, en ambos casos, se pens6 que los métodos podian
mejorarse.

El producto de partida fue el &cido p-hidroxibenzoi-
co (VIII), el gue fue convertido cuantitativamente en su &ster
metflico (IX) por tratamiento con diazometano y cuyo espectro
1 1

de resonancia magnética nuclear de "H (RMN-"H) se puede ver en
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la Figura 2.

Figura 2: Espectro de RMN-lH de p-hidroxibenzoato de metilo

(IX).

Posteriormente, se bencil6 el hidroxilo fenflico, pa
ra dar el p-benciloxibenzoato de metilo (X) (89,90). Esta reac
cib6n fue probada en distintas condiciones para mejorar su ren-
dimiento: se vari6 la base, la temperatura, el solvente y el
tiempo de reaccibén. Los resultados obtenidos se encuentran re-
sumidos en la Tabla 1, en la que puede verse que los mds satis

factorios se obtuvieron en acetona anhidra a reflujo, con car-



bonato de potasio como base y catdlisis con ioduro de potasio,
obteniéndose el compuesto X con un rendimiento del 90%. El es-

pectro RMN-1H de 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 K2C03 - 50
acetona anh. 24 57 K2C03 KI 90

Tabla 1: Reacciones de bencilacién de p-hidroxibenzoato de

metilo (IX).

-13-
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Figura 3: Espectro RMN-1H de p-benciloxibenzoato de metilo

(x).

Posteriormente, este éster se redujo al alcohol p-
benciloxibencflico (XI) con hidruro de aluminio y litio en
éter etflico anhidro. El espeé£ro RMN-1H de esta sustancia pue
de verse en la Figura 4. Esta reaccién resulté muy satisfacto-
ria (rendimiento cuantitativo) cuando se la llev6 a cabo en
condiciones controladas: 15 minutos a reflujo. Al probar 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
mantenia por mds de 15 minutos, el rendimiento de la reaccibn

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

(X1).

El cloruro de p-benciloxibencilo (XII), cuyo espec-
tro RMN-1H se puede ver en la Figura 5 (91,92) se sintetiz6
tratando el alcohol XI con exceso de &cido clorhidrico (c) en -
éter etflico a temperatura ambiente durante 22 horas, y Este
a su vez se transformbé en el nitrilo XIII de dos modos, buscan
do mejorar los rendimientos: en uno de los métodos se emplea-
ron acetona anhidra como solvente, cantidades cataliticas de
loduro de potasio, a reflujo durante varias horas, y cianuro
de potasio como nucle6filo (92). Esta reéccién tiene muy buen

rendimiento (95%) sb6lo si se realiza con exceso de cianuro de
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Figura 5: Espectro RMN—1H del cloruro de p-benciloxibencilo

(X1I1).

potasio, pero é&ste decae mucho si el exceso llega a ser s6lo
del 10%, y es mds bajo afin con cantiaades equimoleculares de
cada reactivo. Esto podrfa deberse a la disminucién de la con-
centracién efectiva de cianuro, por formacién de la cianhidri-
na de la acetona. Mediante el espectro RMN-lH de la mezcla de
reaccibn, que puede verse en la Figura 6, se determin6 que en
condiciones de reaccién con 10% de exceso de cianuro, disminu-
ye la formacién del nitrilo buscado, queda cloruro sin reaccio
nar y aumenta el porcentaje de un producto lateral, el alcohol

XI. De los valores de integracifn correspondientes a las seha-
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Figura 6: Espectro RMN-lH de la mezcla de reaccibn de cianura-

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

sio, en acetona.

les debidas a los grupos CGHS-QEZ-O— (comin a las tres estruc-

turas), -CH,0OH, -CH,Cl y -CH.CN a § 5,03; 4,60; 4,56 y 3,63

2 2 2
respectivamente, fue posible determinar que con un 10% de exce
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 habfa quedado sin reac
cionar y otro 25% habia sufrido hidr6lisis al alcohol corres-

pondiente. Por esta raz6n, 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 prob6 entonces un cambio de solvente: dimetilsul-
f6xido, a temperatﬁra ambiente (93,94). Las experiencias reali
zadas en estas condiciones mostraron que era posible trabajar
con cantidades estequiométricas de los reactivos - y también
con cianuro de potasio en defecto - sin disminucién del rendi-
miento.

El nitrilo radiactivo resultante, cuyo espectro RMN-

1 . . R . .
H puede verse en la Figura 7, se redujo a amina primaria me-
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Figura 7: Espectro RMN-1H de p-benciloxifenilacetonitrilo -

(XIII).
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diante hidrogenacién catalizada por paladio, a presibn atmos-
férica y a temperatura ambiente. En esas mismas condiciones se
produce la hidrogen6lisis del &ter bencilico (95-98). La reac-
cién se hizo en medio &cido para eliminar la amina libre del
medio de reaccibén, ya que de estar ésta presente, la reaccidn
puede proseguir, dando la amina secundaria correspondiente y
amonfaco (99). El rendimiento global de la transformacifn de
XII en II fue del 80%. El espectro RMN-lH del clorhidrato de

tiramina inactivo puede verse en la Figura 8.

=19~

Figura 8: Espectro RMN-

B
=

1H del clorhidrato de tiramina (II).



La tiramina—u-l4c (IX) asf obtenida (como clorhidra-
to), se metilé en condiciones reductivas (100) con formaldehi-
do e hidrogenaci6bn catalftica con paladio, para dar la hordeni
na—a-14c (I), con un rendimiento del 89% (101), luego de ser
purificada por sublimacifén (ver Figura 11). Rendimiento global
misico (a partir de cianuro de potasio) 71%, y rendimiento ra-
diogquimico 67%. El espectro de RMN-13C (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 8cido trifluoroacético)

en la Figura 10.

i

20-

4

13

Figura 9: Espectro RMN-""C de hordenina (I).
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Figura 10: Espectros de RMN-"H de hordenina (I}, en me 6

(arriba), y en &cido trifluoroacético (abajo) .



En otra sintesis de hordenina—u-14c, se repitib la
secuencia anterior pero usando ahora cianuro de sodio-ldc, di-
luyéndolo con cianuro de potasio inactivo. Esto se hizo dado
que el cianuro de sodio es mis soluble en dimetilsulfé6xido que
el cianuro de potasio (126). De esta forma se obtuvo hordeni-

na-a-¥4c con un rendimiento global mé&sico similar (76% a par-

tir del cianuro), y un rendimiento radioquimico similar al m&-

sico, 75%, a partir de 1 mCi.
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Figura 11: Esquema de sintesis de hordenina-a—l

4C.



2. Sintesis de hordenina-8-14c:

*
CH,-CH

2 CH,-N(CH,)

2

OH

Para la sintesis de este producto se pensb6 en usar
la misma ruta empleada para la sintesis de hordenina-u-ldc,
pero partiendo ahora del &cido p-hidroxibenzoico marcado con
carbono-14 en el carboxilo. El producto radiactivo de que se
disponia era el scido p—metoxibenzoico(carboxilo-14c), el
que se intent6 hidrolizar al &cido p-hidroxibenzoico. Para es-
tudiar las mejores condiciones de hidr6lisis, se us6 &cido p-
metoxibenzoico inactivo. Ante la imposibilidad de llevar a ca-
bo esta hidr6lisis éon buen rendimiento, con los distintos re-
activos y condiciones probados: &cido clorhidrico, &cido brom-
hidrico, &cido 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.



Reactivo Tiempo Temperatura Rendimiento

Cl1,B 24 h -78°C (1 h)

25°C (23 h) 50%
Cl,B 120 h -78°C (1 h)

25°C (119 h) 50%
HC1l (37%) 20 h 90°C N.R.
HC1 (37%) 17. h 120°C <10%
HC1l (7%) 19 h 120°C N.R.
HC1 (19%) 17 h 120°C n25%
HBr (48%) 16 h 120°C -, S.
HBr (48%) 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 reaccioné

S.: productos de sustitucién en el anillo arom&tico

Tabla 2: Reacciones de hidr6lisis del &cido p-metoxibenzoico

al &cido p-hidroxibenzoico.
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Se decidi6 entonces obtener el producto requerido a
partir de tiramina-8-14c, que es un producto comercial, meti-
landola reductivamente con formaldehido e hidrogenando catali-
ticamente con paladio, como se habia hecho al sintetizar 1la
hordenina-a-l4c. En este caso, el rendimiento misico de la re-

accién fue del 100%, y el radioquimico llegé al 73% (83,103).

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

Para la marcacién de los grupos metilos, se siguié
utilizando la reaccién de metilacifn reductiva anteriormente
empleada. La idea era reemplazar el formaldehido comGn por for
maldehido marcado, ya fuera con carbono-14 o con carbono-13.
Primeramente, se hizo un estudio de los rendimientos de la re-
accibn variando la cantidad de formaldehfdo agregada, con for-
maldehfido inactivo. Se encontr6 que los rendimientos segulan
siendo altos (90-100%), aGn cuando la cantidad de formaldehido

agregada fuera la estequiométrica.

A) Sintesis de hordenina(metilo—l3C2L:

CH_-CH

13
2~ CH,-N("7CH;),

OH



Se llev6 a cabo con exceso de formaldehido-lBC

(90% 13C) Yy se aisl6 la hordenina marcada. El espectro de masa,
gue puede verse en la Figura 12, mostr6 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 habfa resultado marcado.

100 .
RERIY (5]

©_%0 70 100 11
SPECe 67 LM HORDENIMA METILO C-13 'tr:'rrn’t-'u% o
Figura 12: Espectro de masa de hordenina(metilo-13cz) .
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El espectro RMN-13C indic6 que, ademds de la senal
esperada a 43,73 ppm, aparecia una absorcién adicional a
72,60 ppm, que correspondfa a un polimero de formaldehido, su-
blimable en las mismas condiciones que la hordenina (104).
Esta impureza se hidroliz6 en medio &cido a tempera-
tura ambiente, y al resublimar, la hordenina resultante estaba
pura, como pudo verse en los espectros de RMN-13C Yy RMN-IH

(ver Capftulo III, p&g. 131). Este Gltimo espectro puede ver-

se en la Figura 13.
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Figura 13: Espectro RMN-1H de hordenina(metilo—l3cz).



B) Sintesis de hordenina(metilo-14czlz

*
H,-CH,-N(CH,),

OH

El reactivo radiactivo fue en este caso el formalde-
hido-14c, en solucibn acuosa, y se introdujo una pequefia modi-
ficacibn en la reacci6n para aumentar el rendimiento radioqui-
mico: durante las primeras horas de reaccibn se agreg6 formal-
dehido-14C mas, aproximadamente, el 40% del formaldehido inac-
tivo que se necesitaba para completar la reaccién (seg@n los
cidlculos estequiométricos). Posterioréente, se agreg6 el for-

maldehfdo restante, m&s un pequeno exceso. De esta manera, el

rendimiento masico fue del 100% y el_radioquimicb del 85&_(82)

En general, se ha observado que los rendimientos ra-
dioquimicos son, a lo sumo, iguales a los masicos o, genéral-
mente, menores. Es posible que esto se deba a efectos isot6pi-
cos, donde las moléculas con carbono-14 reaccionen mds lenta-

mente que aguéllas que llevan el carbono-12.
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SISTEMAS DE CRECIMIENTO HIDROPONICO DE LAS PLANTAS DE Hoadeum

v anre

Para la inoculacién 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. Adem8s, se debfa evitar el ata-
que de insectos y la proliferaci6n de microorganismos. Por to-
do esto, se busc6é algln procedimiento hidrop6nico satisfacto-
rio, dejando de lado el desarrollo en tierra.

Para comenzar la germinacifén se colocaron las semi-
llas en bandejas con arena lavada y esterilizada por calcina-
cibén, humedecidas con la cantidad necesaria de agua destilada.
Previamente, se esterilizf la superficie de las semillas su-
mergiéndolas durante 30 a 60 minuLos en una soluci6n al 1% de
hipoclorito de sodio o de calcio.

Luego de 4 dias de desarrollo, las plé&ntulas se
transfirieron a recipientes cilindricos de vidrio (de 2 cm de
didmetro, 4,5 cm de altura y aprd;imadamente 10 ml de capaci-
dad), previamente esterilizados a 105°C durante 60 minutos,
donde se mantuvieron hasta el final de cada inoculacibn (ver
Fotografias 1 y 2). Estos recipientes se utilizaron para asegu
rar una buena absorcién del alcaloide por las raices de la
planta, sin pérdidas ni diluciones innecesarias (los recipien-

tes utilizados eran opacos para eliminar la luz en las raices).



Fotograffia 1: Dos pléntulas de Hordeum vulgare, de 8 dias de de-

sarrollo, en uno de los recipientes de vidrio
empleados en las experiencias (se ha retirado el
protector péra permitir la observacibén de las

rafices).

=31=
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Fotograffa 2: Pléntulas de Hordeum vulgare, de 8 dias de deéarrg

llo, creciendo hidropfnicamente, tal como fueron

empleadas en las experiencias.

Los primeros ensayos se hicieron entregéndoles a las
plantas solamente agua destilada, como habfan hecho Frank y
Marion (8l). Sin embargo, se encontr6 que a los 11 dias de de-
sarrollo las plantas se marchitaban.

Para evitar este problema, a partir del 4° dia se
les agreg6 una solucibn salina, con macro y micronutrientes
(ver Capitulo III, p&g. 96 ), con lo que se logr6 mantener las
plantas en buenas condiciones mds alléd de 165 30 dias, 1o cual

era un tiempo mds que suficiente para las distintas inoculacio

nes.
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El agregado de una solucién de sacarosa m8s extrac-
tos de levadura no dio buenos resultados, y aumentaba mucho la
contaminaci6n.

Otro problema que debi6 ser solucionado fue evitar
el desarrollo de microorganismos en el medio de cultivo conte-
nido en los recipientes de vidrio, luego de unos 10 dfas de de
sarrollo. Primero se lo intent6 agregando 150 6 300 ppm de sor
bato de potasio, pero esto no condujo a resultados satisfacto-
rios. La causa de la contaminacibn era que la boca de los fras
cos quedaba abierta al aire, asf que ésta se elimin6 f&cilmen-
te tapando las bocas con pequefios trozos de algod6én, retirédndo
los solamente para el agregado de solucifn salina o de la solu
cién del alcaloide marcado, previamente esterilizadas.

Con respecto a la iluminacifén, se utiliz6 luz natu-
ral suplementada con tubos fluorescentes Sylvania Gro Lux.

Posteriormente, las plédntulas se desarrollaron den-
tro de una camara de acrflico con circulacién forzada de aire,
cuya temperatura se regulé a 25°C, y los ciclos de luz y oscu-

ridad se mantuvieron en 14 y 10 horas, ;espectivamente.

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 dfas, en cambio para los homogenatos se usaron

las rafices de plantas de 15 dfas de desarrollo.
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Método de inoculacién del alcaloide hordenina a las plantas de

cebada

Con los antecedentes de los trabajos sobre biosinte-
sis de hordenina en cebada (75-80) y sobre su catabolismo (81),
era sabido gue el alcaloide se producia en la rafz y era muy
probable que ahf mismo se degradara.

Un buen método de inoculacién serfa aquel que permi-
tiera la llegada del alcaloide a las rafces de la manera més
rdpida y efectiva, con un minimo de alteracifén de las condicio
nes de crecimiento de la planta. Asimismo, y trat&ndose de
plantas muy j6venes y fr&giles, se debia evitar cualquier mé-
todo que pudiera danarlas seriamente y alterar su crecimiento.

Adem&s, debido a que se trata de un alcaloide de ba-
jo peso molecular y soluble en agua, se-podIa intentar la ino-
culacibn a través de la absorci6n por las rafces de una solu-

cibén acuosa del alcaloide.

Para evitar pérdidas y diluciones innecesarias del
material radiactivo, las plantas se debfan desarrollar en re-
cipientes especiales de vidrio, como ya se indicé.

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 absorcifn era
muy lenta o directamente nula, se determinf6 la velocidad de
absorci6én del alcaloide con la ayuda de un trazador radiacti-
vVo: hordenina-a—l4c. Se inocularon las plantas de 8 dias con

una cantidad constante de hordenina-u—14C Y se midié la radiac



tividad remanente en la solucién salina a distintos tiempos.
Los resultados obtenidos pueden verse en la Tabla 3 y en la
Figura 14.

Esta experiencia demuestra que aproximadamente el
75% de la radiactividad (y por ende, de la hordenina entregada
se absorbe en las primeras 4 horas. Debido, seguramente, a un
problema de dilucién del alcaloide residual, la velocidad de
absorcifén decae, como se observ6 en experiencias posteriores.
Es esf que a las 124 horas (ver Tabla 5) se ha absorbido el
80%. En cambio, a las 143 horas o a los 14 dfas (y luego de
haberse concentrado la solucibn por absorcifn de agua por las

rafces) se obtuvo una absorcién casi total del alcaloide: 97%

(ver Tabla 4 y Tabla 9).

Con todos estos datos, se decidif que este método de

inoculacibén era adecuado para todas las experiencias.



100%

50%

Tiempo, horas

Figura 14: Curva de absorcifén de hordenina-a-14c por las rai-

ces de plantas de cebada de 8 dias de desarrollo.



Tiempo Hordenina Actividad Hordenina Actividad Absorcidn
entregada entregada remanente remanente
(h) (pmol) (dpm) (umol) (dpm) )
0 20,6 3,59 x 106 20,6 3,59 x 106 0
1 20,6 3,59 x 10° 9,9 1,73 x 10° 52
2 20,6 3,59 x 106 8,5 1,49 x 106 59
3 20,6 3,59 x 10° 6,3 1,11 x 10° 69
4 20,6 3,59 x 10° 5,7 9,84 x 10° 73
5 20,6 3,59 x 10° 6,3 1,08 x 10° 70
6 20,6  3,59-x 10° 5,4 9,37 x 10° 74

Tabla 3: Absorcibén de hordenina—a-1

4C por las raices de

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

1. Ensayos preliminares:

Una vez que se logr6 mantener las plantas creciendo
hidropénicamente durante m&s de 20 dias sin contaminacién, se
procedibé a repetir los ensayos, agregando a los 8 dfas a la
solucibn salina, una cierta cantidad de hordenina con el obje-
to de observar si la adicién del alcaloide tenia alglGn efecto
perjudicial o t6xico 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 mg de clorhidrato de hordenina por planta (0,41;
0,27 vy 0,14 mg de la base libre 6 2,55; 1,64 Y 0,85 umol, res-
pectivamente), y en ninglin caso se observé diferencia con los
lotes de control que crecian sin hordenina ex6gena. En estas
condiciones, no se observaron efectos tbéxicos ni disminucién
o aumento significativos de la velocidad de crecimiento, luego
de 20 dfas de desarrollo.

Por lo tanto, se concluy6 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 t6xicos 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-



tural (65).

En estos casos, los lotes utilizados tenfan 40 plan-

tas cada uno.

2. Inoculacién de hordenina—u-14C=

Plantas de 8 dias de desarrollo (600), germinadas en
las mismas condiciones anteriores, fueron inoculadas adicionan
do a la solucibn de desarrollo 118 mg de clorhidrato de horde-

9 dpm/mmol -

nina-u-14C (actividad especifica: 1,39 x 10
0,63 mCi/mmol; dosis: 0,20 mg/planta), por absorcibn a través
de las rafces. Luego de la adicién en los recipientes de creci
miento de la solucién salina conteniendo el alcaloide marcado,
-se la dej6 llegar casi a sequedad para aumentar la absorcibn
del alcaloide. Luego se continué con los agregados necesarios
de solucibén salina durante 14 dfas mds, para mantener el volu-
men inicial y permitir el continuo crecimiento de las plantas.
Al cabo de tiempos fijados, las plantas fueron reti-
-radas de los recipientes, enjuagadas con'hgua destilada y este
l1fquido de lavado, junto con el proveniente de la solucién sa-
lina residual y el del lavado de los recipientes, se llev6 a
volumen, y se tom6 una alicuota para determinar la radiactivi-
dad gue habfa gquedado sin absorber y que resulté6 ser el 3,07%
de la actividad entregada.
Las plantas se cortaron, separando las partes aéreas

de la ralices y se secaron por separado ambas fracciones a 50°C,

con circulacibén de aire, durante 36 horas.
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El material vegetal, ya seco y molido en un molini-
llo, se sometib por separado a extracciones con solventes de
polaridad creciente. Previamente se habfia ensayado la extrac-
cibn con un lote de control de 250 plantas del mismo grado de
desarrollo y se habfia analizado el comportamiento cromatogra-
fico de los extractos por cromatograffa en capa delgada.

Los resultados obtenidos con las extracciones de las
rafces y las partes aéreas se pueden ver en la Tabla 4.

Las extracciones con solventes orginicos fueron rea-
lizadas con extractores Soxhlet, las acuosas en cambio, en una
sola etapa, controldndose la total extraccibén de los productos
marcados mediante la medicién de la radiactividad de los ex-
tractos.

Del andlisis de la Tabla -4 surge que no hay un ex-
tracto principal donde se localice la actividad (ni siquiera
hay una gran diferencia entre rafces y partes aéreas) y, lo
que es m4s importante, se ha pgrdido 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 como hordenina-a-

14C_



RATCES (10,10 g)

Fraccidn Cantidad Actividad Actividad Incorporacidn
especifica total absoluta
(8) (dpm/mg) (dpm) )
Eter de petrdleo 0,335 1,40 x 103 4,69 x 105 0,06
Metanol 0,554 1,45 x 10% 8,03 x 10° 0,99
0 (f) 1,400 9,41 x 10> 1,32 x 10’ 1,62
H20 (c) 0,780 1,36 x 104 1,06 x 107 1,30
Residuo 6,796 4,14 x 103 2,81 x 107 3,45
PARTE AEREA (7,96 g)
Fraccidn Cantidad Actividad Actividad Incorporacidn
especifica total absoluta
€:9) (dpm/mg) (dpm) )
Eter de petréleo 0,416 5,52 x 107 2,30 x 10° 0,03
Metanol - 0,980 9,62 x 103 9,43 x 106 1,16
H,0 (£) 1,270 1,40 x 10> 1,78 x 10° 0,22
Residuo 5,290 1,88 x 102 9,95 x 10° 0,12

Radiactividad remanente en la solucidn nutriente luego de 14 dias:

2,50 x 107 dpm (equivalente a un 3,07% de la hordenina entregada).

14

Tabla 4: Resultados de la inoculaci6n de hordenina-a-"""C

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

de 8 dias de desarrollo,

durante 14 dias.
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Estos autores inocularon plantas de cebada de 6 dias
de desarrollo con hordenina—a—14c y las dejaron crecer 5 dias
mds (posiblemente, el crecimiento no fuera mé&s alld de los 11
dfas, ya que solamente se les daba agua destilada y ning@n
otro nutriente). Seglin los mismos, ese 97% de la radiactividad
estaba distribufdo de la siguiente manera: 21% en el extracto
metan6lico de las rafces y 76% en los extractos bésicos (hidrS
xido de sodio 0,5 N) de las mismas. De toda esta actividad, el
10% correspondfa a hordenina sin metabolizar.

Debido a la similitud de ambas experiencias y a la
gran diferencia de resultados (no justificable por una varia-
ci6én de 2 dias en el desarrollo de la planta, por el tiempo
que se dej6 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 repiti6 la experiencia anterior con
las siguientes variaciones.

Se introdujeron modificaciones, necesarias para tra-
tar de recuperar casi toda la radiactividad entregada y no ape
nas un 10% como habfa ocurrido antes. Se razoéa que esa pé&rdi-
da tenfa que deberse a que el carbono a de la hordenina se ubi
caba en una molécula pequefia, como podfa ser di6xido de carbo-
no o trimetilamina. Si se trataba de di6xido de carbono, éste
se habrfa eliminado al ambiente durante los 14 dias que se de-
j6 el alcaloide en la planta. Entonces, para confirmarlo, se
debia recoger el diéxido de carbono eliminado por las plantas.
Si en cambio, se trataba de trimetilamina (o de alguna otra

molé&cula pequefa), se podia haber perdido durante el proceso
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de secado del material vegetal. Entonces, se eliminarfa esta
etapa al repetir la experiencia, comenzando las extracciones
con metanol directamente.

Para recoger el di6xido de carbono expulsado por las
plantas hubo que hacer una serie de modificaciones en el siste
ma empleado para el crecimiento de las plantas. Estas fueron
colocadas en una c&mara de vidrio con dos entradas: una para
lfquidos (solucibn salina o solucién de hordenina radiactiva)
y otra para gases, y una salida para gases. La iluminacién, la
temperatura y el agregado de solucifn salina se mantuvieron
como en la experiencia anterior. Se estableci6 una circulacifn
forzada de aire filtrado y se recogi6 el diéxido de carbono
como carbonato de bario, con una serie de trampas de solucibn
saturada de hidr6xido de bario colocadas en la salida para ga-
ses. Previamente, se.realiz6 una experiencia sin usar material
radiactivo para controlar que no hubiera pérdidas de gases y
la adaptaci6n de las plantas a este nuevo sistema. Ademés,
esto permiti6 conocer cudl era la cantidad de carbonato de
bario que se-obtenia en funci6én del tiempo, proveniente de la
propia respiracién de las plantas y del contenido en el aire.

En estas condiciones, plantulas de 8 dias fueron
inoculadas con hordenina—a—14c, y a distintos intervalos de
tiempo se recogi6é el carbonato de bario precipitado y se midié
su radiactividad, observandose que éste era efectivamente ra-
diactivo.

Cuando la radiactividad expulsada disminuy6 notable-

mente, se dio por terminada la experiencia (6 dias). La solu-



-44-

ci6n salina remanente mds el agua de lavado de las rafces se
llev6 a volumen y se determiné la radiactividad de una alicuo-
ta, encontréndose que restaba por absorber el 20,3% de la ra-
diactividad entregada.

Los resultados de la medicifn de radiactividad del
carbonato de bario se pueden ver en la Tabla 5, y para una ob-
servacién directa, en la Figura 15.

Del andlisis 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 como difxido de
carbono. Este resultado confirm6 plenamente los de nuestra ex-
periencia anterior, teniendo en cuenta que agquéila dur6 14
dias y &sta solamente 6 dias. No es posible explicar el resul-
tado obtenido por los otros autores (81,107). La pérdida de
casi el 90% de la actividad en la primera inoculacién se debib
a su expulsibn como di6xido de carbono.

El resto de la radiactividad se encontfb en el ex-
tracto metan6lico de las raices, ya que en &1 habfa un 9,8%
de 1lo eitregado, con lo cual se totaliza un 97%_de recupera;
cib6n de radiactividad. Por otra parte, la actividad encontra-
da al hacer la extraccién de las partes a&reas fue desprecia-
ble. Este hecho confirma que se trata de un metabolismo de
rafiz. No fue posible analizar los componentes activos de ese
extracto por la pequefia masa de que se disponfa, dejando en-
tonces la investigacibén de los productos intermedios de la de-
gradacifn del alcaloide para la inoculacifn de un trazador

marcado en una posicién m&s favorable para este tipo de andli-
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sis. O sea, con la marcacibén en un carbono que no se elimine

tan ripidamente, como posiblemente fuera el carbono unido al

anillo arom&tico.

100%

80% | . o . . . . . .

50%

Tiempo, horas

Figura 15: Curva de expulsibn de 14CO2 en funcién del tiempo,

por plantas de Hondeum vulgare de 8 dias de desarro-

llo, inoculadas con hordenina-a+14c.
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Tiempo BaCO3 Actividad Actividad CO2 Formacifén Recuperacién
total especifica total de 1"COZ de actividad
() (mg) (dpm/mg) (dpm) (Gmol) (umol/h) (%)

2,0 sm 2,29 x10° 1,83x1® 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 104 4,65 x 106 5,5 1,4 4,3

8,q0 161 3,11 x 104 4,99 x 106 8,4 1,5 6,5
2Q,5 993 2,51 x 10“ 2,49 x 107 22,8 1,2 17,7
26,5 500 2,17 x 104 1,09 x 107 29,1 1,1 22,6
30,8 337 1,94 x 10* 6,54 x 10° 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 104 1,64 x 107 60,6 0,6 47,2
124,Q 2632 1,67 x 104 4,41 x 107 86,0 0,5 67,0

14

Tabla 5: Formacién de

de la administraci6n de hordenina-a-

CO, en plantas_de Hordeum vulgare, luego

14

C (21,1 mg -

128 ymol; actividad especifica: 1,74 x 109 dpm/mmol} .

Radiactividad remanente en la solucién nutriente lue-

go de 124 h:

“

4,52 x 10" dpm (correspondiente al 20,3%

de la radiactividad entregada, equivalente a 26 umol

de hordenina—a-l4c).
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4

INOCULACION DE HORDENINA—B—1 C Y ESTUODIO DE SU DEGRADACION

1. Introducciébn:

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 transformacibén total del car
bono marcado en di6xido de carbono, se plane§ una nueva expe-
riencia con otro trazador radiactivo: hordenina—8—14c, gue po-
see la marca en el otro carbono de la cadena alifdtica del al-
caloide.

Se decidi6 marcar la posicibén 8 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 posicifbn,
vecina al carbono que se elimina por oxidacifn a dif6xido de
carbono, podrfa permitir aislar metabolitos intermedios sin
pérdida de la radiactividad, aun cuando la cadena late;al tu-
viera uno solo o ambos carbonos. Otra posible ventaja era que
mientras la unifén de tipo bencilica entre C-a y C-B se rompe,
era mucho menos probable que se fracturara la unién entre el
C-8 y el anillo aromético, lo cual permitirfa seguir el curso
metab6lico del mismo.

Por otra parte, debido a que la absorci6én del alca-
loide por raiz es muy r8pida, y observando la expulsifbn de di-
6xido de carbono radiactivo (ver Tabla 5 y Figura 15, en pégi-
nas 46 y 45, respectivamente) proveniente de la inoculacibn de

hordenina—u—14c, se pens6 que el intervalo de tiempo mis ade-
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cuado para finalizar esta nueva experiencia debia estar entre
las 20 y las 30 horas desde la inoculacién del trazador radiac
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 di6éxido de carbono
el 25% del carbono a de la hordenina entregada. Por lo tanto,
quedarfia ain un 75% de metabolitos conteniendo el carbono a de
hordenina (incluyendo la hordenina sin absorber). Ya que se
buscaban metabolitos intermedios de la degradaci6én de hordeni-
na a di6xido de carbono, adem&s del destino de la otra porcibn
de la molécula (anillo aromdtico y carbono B8), &ste fue el in-
tervalo de tiempo elegido para efectuar los nuevos ensayos.

La sintesis de 1la hordenina-e—14c fue realizada por
metilaci6én reductiva de tiramina—s-14c (ver Capitulo II, p&g.
24 y Capftulo III, pé&g. 128).

2. Inoculaci6én de hordenina-3-14C:

La experiencia se realizé en las mismas condiciones
que la primera inoculacién 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—s—l4c disueltos en la solucién nutriente (dosis:
0,39 mg de base libre por planta - actividad especifica:

4,30 x 10B dpm/mmol 6 0,19 mCi/mmol - actividad total entrega-

da: 4,08 x 108 dpm) .
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Luego de 24 horas, se cortaron las plantas, separan-
do partes aéreas y rafces, y lavdndolas con agua destilada.

El lfquido de lavado se junt6 con la solucién nutrien
te remanente y se midi6 su volumen; luego se midi6 la radiacti
vidad de una alicuota de esa solucibn, determindndose que co-
rrespondfa al 25,7% de la actividad entregada como hordenina-
8—14C. Las planticulas habian absorbido el 74,3% de la hordeni
na entregada, valor que resultaba coherente con las determina-
ciones de velocidad de absorcién del alcaloide por raiz, qnte—
riormente realizadas.

Para confirmar si- la radiactividad remanente en so-
lucibén era debida a hordenina—8—14c sin absorber y no a algfin
otro metabolito que contuviera a ese C-B, excretado por las
raices, se realizé la siguiente experiencia. La solucifn nu-
triente remanente, méds los liquidos de lavado se llev6 a pH 1
(para evitar pérdidas de bases) con &cido clorhidrico y se lio
filiz6. El1 residuo se neutralizé con solucién de hidr6xido de
amonio y se llev6 nuevamente a sequedad a presién reducida. En
estas condiciones no se pierden bases (hordenina y otras g-fe-
niletilaminas relacionadas) porque la presibn desciende s6lo
hasta 30 Torr, en cambio al liofilizar la presifén llega a ser
de 0,05 Torr. A continuacibn, el residuo se sublimé en las mis
mas condiciones que las utilizadas para la purificacién de la
hordenina. De esta forma se recuperaron 35 mg de una sustancia
de similar comportamiento cromatogr&fico (en cromatografia en
capa delgada - CCD) que hordenina, y cuya identidad fue confir

mada por espectrometria de masa (EM). La actividad especifica
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del producto era la misma que la de la hordenina de partida:
4,30 x 108 dpm/mmol. Este resulté ser el inico producto activo
de esa solucibn y su actividad total (9,12 x 107 dpm) represen
taba el 87% de la radiactividad no absorbida, con lo cual se
confirm6 que la radiactividad remanente en la solucién salina
era debida solamente a hordenina-ﬂ-14c sin absorber. El resi-
duo de la sublimacifén no mostr6 un nivel de radiactividad sig-
nificativo. Este ensayo no se pudo realizar en las experien-
cias anteriores por la pequena masa de hordenina remanente de
que se disponfa, dado el mayor tiempo empleado en dichas expe-
riencias.

El andlisis del material vegetal cosechado, sin se-
car, se realiz6 de la siguiente manera. Por separado, se mo-
lieron en mortero, con ayuda de arena lavada, las raices y par
tes aéreas y lueéo se sometieron, también por separado, a ex-
tracciones con metanol en sendos extractores Soxhlet. Conviene
recalcar que el intervalo de absorci6tn del alcaloide fue éé
24 horas, pero se considera que el tiempo para la degradacifn
fue ligeramente ﬁayor: 26 horas, ya que el primero finaliza al
extraer las plantas de la solucifén nutriente y el segundo al
inactivar el sistema enzim&tico degradativo, lo que debe ocu-
rrir recién durante el tratamiento con metanol. La diferencia
entre ambos intervalos, 2 horas, fue el tiempo necesario para
cortar, lavar, moler y poner a extraer las 400 pléntulas emple

adas en la experiencia.

Como el residuo proveniente de la extracci6n metané-

lica de las rafces todavia mostraba un significativo porcenta-
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je de radiactividad, se hizo una extraccifn con agua. Este pro
cedimiento no se siguif con las partes aéreas porque su resi-
duo de extraccién con metanol tenfa muy poca actividad.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 6.
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-Fraccibn Cantidad Actividad Actividad Incorporacién
especifica total absoluta
(g) (dpm/mg) (dpm) (%)
Raices
Metanol 2,28 7,76 x 10 1,77 x 108 43,4
Agua 0,68 3,12 x 10 2,12 x 10’ 5,2
Residuo 1,81 4,27 x 10 7,73 x 107 18,9

Parte aérea
Metanol 0,93 1,30 x 10 1,21 x 10 3,0

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

Radiactividad remanente en la solucifn salina luego de 24
horas: 1,05 x 10e dpm (25,7% de la radiactividad entregada

como hordenina—e—14c).

Tabla 6: Resultados de la inoculacién de hordeﬁina-e-14c
(0,95 mmol - 0,18 mCi) a 400 plantas de Hordeum vulgare

de 8 dias de desarrollo, durante 26 horas.



3. An8lisis de las fracciones radiactivas:

Se analizaron las 3 fracciones provenientes de los
tejidos de rafz. Estas 3 fracciones contenfian el 95% de la ra-
diactividad incorporada. Las fracciones eran: el extracto me-
tan6lico de las raices, el extracto acuoso de las mismas y el

residuo insoluble de estas extracciones.

A) An8lisis del extracto metanblico:

Este extracto fue llevado a sequedad a presién redu-
cida y se eliminaron los lipidos tratando al residuo 2 veces
con éter de petr6leo. Los extractos etéreos se juntaron, se
evapor6 el solvente a presidén reducida y se determiné la acti-
vidad del residuo, sieﬁdo &sta despreciable. Luego, el remanen
te del extracto original se fraccion6 por cromatografia en co-
lumna de sflicagel, eluyendo con cloruro de metileno y canti-
dades crecientes de metanol, hasta llegar a metanol puro y por
Gltimo con una mezcla Ae 97% de metanol y 3% de &cido clorhi-
drico (c). Cada fracci6én de la columna fue controlada por cro-
matografia en capa delgada (CCD) y por medicién de su radiac-
tividad, reservdndose solamente aquellas fracciones que tenian
un nivel de radiactividad significativo. El perfil de elucibn

de las fracciones activas de esta columna puede verse en la

Figura 16.
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Figura 16: Separacifén por cromatografia en columna de las frac
ciones radiactivas del extracto metanf6lico de las

raices de Hordeum vulgare, inoculadas con hordenina-

B-l4C.



De las fracciones marcadas con 1, 2 y 3 (en la Figu-
ra 16) fue posible aislar hordenina, tiramina y el &cido p-hi-
droxibenzoico, respectivamente, identificados por comparacién
con patrones en cromatograffa en capa delgada (CCD) y por EM y,
en el caso de hordenina, también por cromatografia gas-liquido
(CGL) y por cromatograffa gas-liquido acoplada a espectrome-
trfa de masa (CGL-EM) de su derivado trimetilsililado. El cro-
matograma (obtenido por corriente iénica total) y el espectro
de masa correspondientes, pueden verse en las Figuras 17 y 18,
respectivamente. Los resultados del an&lisis de estas fraccio-

nes se encuentran resumidos eh la Tabla 7 (pag. 68).
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Figura 17: Cromatograma, obtenido por registro de la corriente

i6nica total, de la fraccibn 1 trimetilsililada

(tiempo de retencibn, en minutos).
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Figura 18: Espectro de masa de O-trimetilsililhordenina, obte-

nido en el miximo del pico cromatogr&fico de la Fi-

gura 17.

Del anélisis de esos valores (Tabla 7) surgen algu-
nas conclusiones interesantes. En primer lugar, entre las 3
sustancias se recupera s6lo el 70,9% de la radiactividad ini-
-cial del extracto metanb6lico. El1 casi 30% faltante no puede
atribuirse totalmente a pérdidas de material en los distintos

pasos de purificaci6bn y deja un margen para la presencia de
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metabolitos intermedios entre tiramina y el &cido p-hidroxiben
zoico que, debido quiz&s a su baja concentracifén, no se pudie-
ron aislar.

Ha sido descripta la presencia en organismos superio
res e inferiores (no en plantas) de una enzima, la monoamino
oxidasa (MAO), que cataliza la reaccién de desaminacién oxida-
tiva. En particular, de un microorganismc se ha aislado la ti-
ramina oxidasa, la que cataliza la transformacién de tiramina
en p-hidroxifenilacetaldehido, que podrfa haber sido uno de
los intermediarios en la degradacién (138). En nuestro caso,
la bisqueda de una MAO por el método de Krajl (139) condujo a
resultados negativos.

Dicho compuesto puede luego haberse sucesivamente
oxidado a p-hidroxifenilacético, p-hidroximandélico y p-hidro-
xibenzaldehfdo, que serfan asimismo intermediarios posteriores
en la conversi6n de tiramina en p-hidroxibenzoico.

Varios de estos productos fueron detectados en estu-
dios comparativos utilizando cultivos de cé&lulas (82,137).

Por otra parte, considerando las actividades especi-
ficas, es dable observar que la del &cido p-hidroxibenzoico es
la menor, lo cual seria indicativo de que el mismo est& metabd
lica y estructuralmente m&s alejado de la hordenina gque la ti-
ramina, la que para su formacién, s6lo necesita de un par de
desmetilaciones de la hordenina.

Finalmente, comparando la éctividad especifica de la
hordenina aijislada con la de la hordenina inoculada, se observa

que la dilucién de &sta es solamente 1,73; lo cual significa
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que la cantidad de hordenina endfgena 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 desmetilacibén de hordenina no es secuen-
cial, lo cual parece poco probable, o que la segunda desmetila
cibén es mucho més r&pida que la primera y entonces la concen-
tracién de N-metiltiramina serfa muy pequeiia. Esta indetermi-

nacibn fue resuelta con la inoculacién de hordenina(metilo—13C2)

como se discutir8 m&s adelante.

B) An8lisis del extracto acuoso:

El extracto acuoso mostraba un 5,2% de la actividad
total entregada y se procedib6 a suhanalisis, en busca de las
sustancias responsables de esa radiactividad. La solucibén se
llev6 a pH 1 con &cido clorhidrico y se elimin6 el solvente
por liofilizaci6n. El an8lisis por_ CCD del residuo mostr6 la
presencia de hordenina y tiramina Zpor comparacifén con patro-
nes). Para averiguar cudl o cudles de los productos de ese ex-
tracto eran radiactivos, se midi6 la radiactividad a lo largo
de toda la capa delgada, encontré&ndose que &sta estaba igual-
mente distribufda entre las zonas correspondientes a hordenina
y a tiramina. No se encontr6é radiactividad en el origen ni en
otras zonas.

Se procedi6 entonces al aislamiento de ambas sustan-

cias y asi confirmar su identidad. Esto se logr6 neutralizando
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el residuo y sublimando, primero en las condiciones de purifi-
cacién de hordenina (105-110°C y 0,0005 Torr), obteniéndose
7,0 mg de un s6lido blanco que result6 ser idéntico a hordeni-
na (por CCD y EM). Al aumentar la temperatura a 140-150°C su-
blim6 otro producto que, también por CCD y EM, se identificé
como tiramina (7,2 mg). Estos resultados también se encuentran
resumidos en la Tabla 7 (p4g. 68 ). La actividad especifica de
estos dos productos fue casi la misma que en el extracto meta-
n6lico, lo que parecerfa indicar que, en ambos casos, los alca
loides provienen de la misma fuente (los provenientes del ex-
tracto acuoso, en realidad, eran ligeramente mds activos). Es-
to, que a primera vista resulta 1l6gico, es, sin embargo, moti-
vo de atencibén debido-a la distinta solubilidad de ambas sus-
tancias en metanol, lo cual indicarfa alguna diferencia en la
forma en que los alcaloides est&n ligados al tejido vegetal

particular, ya que una parte fue extraible por metanol y otra

no.

C) Andlisis del residuo de extraccién:

El residuo s6lido remanente de las extracciones con
metanol y con agua todavfa contenfa una fraccién importante de
la radiactividad total entregada (18,9%). Este residuo estaba
formado por los materiales estructurales de las rafces de la
prlanta: polisac&ridos, protefnas y lignina. Parecfa poco pro-
bable que el alcaloide arom&tico se hubiera transformado en un

azficar, y segfn Frank y Marion (81) no habfa recarboxilacibn
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de la tiramina para dar el aminodcido tirosina y con €l marcar
las proteinas. Por lo tanto, la finica sustancia que quedaba
con posibilidades de llevar la marcacifén era la lignina. Ade-
mis, los mismos autores sugerian una cierta incorporacién de
la marcaci6n de la hordenina—a-14c en la lignina, resultado
que, como ya se indic6 anteriormente, no se pudo confirmar
(ver Capitulo II, p&g. 38, y Capitulo III, p&g. 133).

Se dividi6 entonces el residuo en 4 partes y se rea-

lizaron distintos ensayos sobre el mismo.

Cl) 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 polisacéridos
y las protefnas, son muy profundas: la lignina es casi total-
mente insoluble en los solventes comunes, no es hidrolizable
f&cilmente en sus monfmeros y carece de la estructura regular
caracteristlca de los otros dos polimeros. En _general, se la
describe como un polimero estdtico de unidades de oxifenilpro-
pano. Proviene del acoplamiento de unidades de alcohol conife-

rilico (XIV):

CHZOH



y otros monbémeros relacionados (en general de estructura CG—C3).
La enzima responsable de la polimerizacibn parece ser una pero
xidasa, por un mecanismo radicalario, que justifica los distig_
tos tipos de uniones observadas entre los monfmeros (108,109).

Como la lignina es insoluble en su estado natural,
el aislamiento de la misma para su estudio representa un gran
problema en la quimica de la lignina. Para ciertos propésitos,
sin embargo, no es necesario aislar la lignina en estado puro
vya que las diferencias gquimicas entre ella y los polisac8ri-
dos permiten hacer los ensayos solamente con un producto libre
de material extrafble. Sin embargo, cuando se hace necesaria
una separacifn de los componentes para obtener una lignina 1li-
bre de impurezas, aparecen problemas debidos a los cambios es-
tructurales que pueden ocurrir en la lignina durante el proce-
so de purificacién (108).

Para confirmar entonces que el resto de la radiacti-
vidad estaba en la lignina, se decidif aislarla por el método
descripto por Bondi y Meyer (110), quienes estudiaron la lig-

nina de distintas Gramineas.

Con este propSsito, se tomaron 400 mg del residuo de
extraccibn y se sometieron al proceso de purificacién descrip-
to por esos autores, que consisti6 en un tratamiento con hi-
dr6xido de sodio 0,5 N a 80°C durante 12 horas con agitacién
continua y luego filtracién. Sobre el residuo se repitié el
tratamiento dos veces mis. La solucién b&sica se concentr6 a
presién reducida a la tercera parte de su volumen original y

luego se acidific6 con &cido sulfdrico, donde se produjo 1la



precipitacién de la lignina. Para purificar este producto cru-
do, se lo disolvib en la minima cantidad de hidr6xido de sodio
1,25 N y se agregaron 4 voltGmenes de etanol y luego &cido sul-
fGrico para neutralizar. Esta suspensifén resultante se centri-
fug6 y se separS el sobrenadante. Al evaporar el etanol, preci
pit6é la lignina. Este proceso de purificacifén se repiti6 una
vez mds y luego se determiné la actividad de la lignina resul-
tante, cuya masa era de 133 mg. La radiactividad medida resul-
t6 ser de 1,28 x 105 dpm/mg, lo que teniendo en cuenta la frac
cibén de la masa total empleada para aislarla, significa que la
lignina de rafz contenfa casi el 100% de la actividad del resi
duo inicial. Posteriormente, se realiz® un segundo aislamiento
de lignina a partir -de otros 400 mg del residuo insoluble, ob-
teniéndose casi la misma cantidad de lignina que en el caso an
terior (135 mg], cuya actividad especifica era aproximadamente
igual (1,25 x 10° dapm/mg].

En vista de estos resultados, se realizaron andlisis
sobre este material y sobre el residuvo original sin aislar la
lignina. En ambos casos, los resultados obtenidos fueron simi-
lares.

El primer andlisis realizado fue la bfisqueda de re-
siduos de &cido p-hidroxibenzoico que estuvieran esterificando
los grupos hidroxilo de la lignina. Esta bGisqueda tenia su jus
tificacibn en el hecho de que ya se habfa aislado este &cido
en uno de los extractos (y por lo tanto era un constituyente
que el vegetal podfa utilizar), y en lcs trabajos de Smith

(111), quien ya habfa encontrado el &cido p-hidroxibenzoico en
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muestras de lignina. En un ensayo de posibiljidades y siguiendo
la técnica de hidr6lisis basica, seguida de acidificacién y
extraccibén con é&ter etilico, descripta por este autor, fue po-
sible aislar e identificar (por CCD y EM) una fraccibén de S&ci-
do p-hidroxibenzoico de actividad especifica igual a

1,58 x 108 dpm/mmol. Debido a la pequeiia cantidad de producto
que se aisl6 en ese ensayo preliminar, se realizf un tratamien
to similar pero partiendo de 800 mg del residuo insoluble, de
donde se pudieron aislar sin inconvenientes 6,0 mg del &acido
buscado. Teniendo en cuenta que la masa total del residuo era
de 1,81 g, se calculd el dato de 13,2 mg-de &cido p-hidroxiben
zoico que estd en la Tabla 7. La pregunta que surgif con estos
resultados fue la siguiente, ¢por qué no se hidroliz6 y liber6
el dcido durante el aislamiento de la lignina? La respuesta es
que debi6 haberse hidrolizado, pero que no se separf de la lig
nina, siendo arrastrado por &sta durante su precipitacibn, te-
niendo en cuenta ademds que el agua es un bﬁ;n solvente de re-

cristalizacifn para este &cido.

) La pruebe de que no se habfa separado se encontré en
la recuperacién de actividad de la lignina. Si se hubiera per-
dido algo de &cido p-hidroxibenzoico deberfa haberse observado
una disminucién de la actividad recuperada del orden del 20%,
que corresponde a la actividad total que tiene el &cido aisla-
do de la lignina, hecho que no se produjo.

La actividad especifica de esta fraccibn de &cido

p-hidroxibenzoico (1,58 x 108 dpm/mmol} es comparable a la ac-

tividad del &cido aislado en el extracto metanblico



(1,69 x 108 dpm/mmol). La primera es ligeramente menor, lo que
indicarfa, como es 16gico, que esta fraccién de &cido p-hidro-
Xibenzoico se encuentra un poco mis adelante en el camino me-
tab6lico y podria haberse dilufdo con producto endégeno.

El segundo anélisis realizado sobre la lignina (o so
bre el residuo original) consistif en una oxidacib6n alcalina
con nitrobenceno. Con esta reaccifén se obtienen aldehidos:

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

(XVII)
HO CHO HO
CH
3 CH3 OCH3
OH OH OH
Xv XVI XVII

que varian en nGmero y proporcién segln la familia y la espe-
cie de planta. En el caso de las Graﬁineas (110), se obtienen
solamente p-hidroxibenzaldehfdo y vainillina, en una propor-
cién de alrededor del 20% respecto de la cantidad total de lig
nina presente.

Para esta determinacién se us6 el micromé&todo de
Stone y Blundell (112), en recipientes hermé&ticos de acero ino
xidable de 2 ml de capacidad (para que resistieran las condi-
ciones de la reaccién: hidr6xido de sodio 2 N a 160°C). La

identidad de los aldehidos producidos se confirm6é por cromato-
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grafia en papel (CP), revelando con solucibén de 2,4-dinitrofe-
nilhidrazina y comparando con sustancias patrén (vainillina y
p-hidroxibenzaldehfdo). La cantidad de cada aldehfdo presente
se determin6 espectrofotométricamente, luego de elufdos, me-
diante la comparacién con las curvas de calibracibn correspon-
dientes construfdas con soluciones de concentracién conocida
de p-hidroxibenzaldehfdo y vainillina.

Para averiguar si alguno de estos aldehidos era ra-
diactivo, se midi6 la radiactividad de un papel cromatogré&fico
ya desarrollado, donde se habfa cromatografiado la mezcla de
reaccidrn, 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-hidroxibenzaldehfdo y que el
80,6% restante quedaba en el origen. La zona correspondiente
a vainillina no mostr6 actividad.

De la cantidad total de lignina procesada (la deter-
minaci6n también se puede hacer con el residuo de extraccifbn,
sin aislar-la lignina), s6lo se_produce vn 20% de aldehfdos
(estimado espectrofotométricamente] y en ¥elacidn 1:1. El por-
centaje total de aldebhidos estd de acuerdo con las observacio-
nes anteriores de Bondi y Meyer (110), no asf la proporcién de
cada uno. Estos autores encontraron una relaci6én vainillina:
p-hidroxibenzaldehfdo 2:1, mientras que los resultados que
aqui se indican muestran una relacién 1:1. Hay que aclarar,

sin embargo, que estos autores trabajaron con Hordeum murinum y

no con Hordeum vulgare.
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La actividad especifica estimada del p-hidroxibenzal
dehido (3,04 x 107 dpm/mmol] fue la m&s baja de todas las en-
contradas, lo que pareceria indicar que la lignina se trata
del producto mds alejado metab6licamente, de la hordenina.

Los resultados obtenidos en los anflisis de las frac

ciones radiactivas, se encuentran resumidos en la Tabla 7.
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Fraccién 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
&cido p-hidro-
xibenzoico 18,0 1,69 x 10% 2,20 x 10’
Agua hordenina 7,0 2,50 x 108 1,06 x 107
tiramina 7,2 2,02 x .108 1,06 x 107
Residuo p-hidroxiben-
zaldehfdo" 60,2 3,04 x 10’ 1,50 x 10’
&cido p-hidro-
xibenzoico 13,2 1,58 x 10% - 1,51 x 10’

* La masa de p-hidroxibenzaldehfdo fue estimada por su absor-
cibén al UV (ver Capftulo III, p&g. 153) y por lo tanto fue

estimada también su actividad especifica.

Tabla 7: Productos aislados e identificados de distintas frac-

ciones de las rafces de Hordeum vulgare inoculadas con

hordenina-8-14c.
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4. Conclusiones:

La inoculacib6n de hordenina-3-14c permitié sacar las
siguientes conclusiones. Antes de la pé&rdida del C-a como di6-
xido de carbono se debe haber producido una N-desmetilacibn to
tal del alcaloide, no pudiéndose determinar si se produce en
etapas o en un solo paso, para formar tiramina. Esta amina su-
fri6 una degradacib6n oxidativa de su cadena lateral, perdién-
dose el carbono a como di6xido de carbono y quedando un resi-
duo CG—C1 que finalmente produce el &cido p-hidroxibenzoico.

En una etapa intermedia de la degradacién de la ca-
dena lateral de la hordenina, debe haberse producido una es-
tructura CG-C1 (quiz&s p-hidroxibenzaldehido] que pasa a for-
.mar parte de la lignina de rafz. Paralelamente, parte de esta
unidad CG-C1 se sigue oxidando para dar el dcido p-hidroxiben-
zoico, que fue encontrado tanto libre como esterificando hidro
xilos de lignina.

Este caso serfa entonces una excepcifén a la regla
que decia que todos los preéursores de ‘lignina debian tener la
estructura C -C3, como se habfa probado en los distintos tra-

6
bajos sobre la biosintesis de la lignina (108).

Sin embargo, existen antecedentes indicativos de que

unidades Cg=C,+ como el &cido p-hidroxibenzoico o la vainilli-

na, pueden actuar como intermediarirs en la formacifn de



restos guayacilo:

OCH
OH

con lo que resultan en buenos precursores de lignina (113).
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INOCULACION DE HORDENINA(METILO—13C2) EN HOMOGENATOS DE RAICES

DE Hordeum vulgare . ESTUDIO DE SU DEGRADACION

Para dilucidar si la desmetilacién de la hordenina
que conduce a tiramina era secuencial o en un solo paso, se
plane$ observar, rniediante una técnica no destructiva, el pro-
ceso de desmetilaci6n a medida que é&ste se iba produciendo. La
técnica utilizada debia tener la suficiente sensibilidad para
poder detectar intermediarios, ya que, de los resultados de la
inoculaci6n de hordenina—e—l4c se sabfa que si la N-metiltira-
mina estaba presente, lo estarfa en una concentracién bastante
menor que la correspondiente a hordenina o a tiramina. Al mis-
mo tiempo, era necesario que la té&cnica de detecci6n empleada
no destruyera el sistema enzim&tico de degradacibén del alcaloi
de y permitir asi una observacién de la variacién del proceso
en el tiempo y sus consecuencias sobre la cinética del mismo.

Estos prop6sitos se verian sééisfechos empleando la
RMN—13C (127) para observar el proceso degradativo del alcaloi
de marcado con 13C en ambos grupos N-metilos (ver Capitulo_ II,
pdg. 26 y Capitulo III, p&g. 130).

Se necesitaba ademds que el ensayo se llevara a cabo
con el sistema enzimd&tico de la planta en un medio adecuado
para realizar la experiencia en un tubo de RMN. Debido a ello,
se probaron homogenatos de tejido de rafz, parcialmente puri-
ficados. La actividad de los homogenatos fue controlada median
te su capacidad para degradar hordenina-a—l4c a di6xido de car

bono. Estos homogenatos se prepararon en solucién reguladora



de fosfato de sodio (0,1 M) de pH 7,2 con tejido de raifces de
plantas de 15 dias, desarrolladas en las mismas condiciones an
teriores (ver Capitulo II, pdg. 30 y Capftulo III, p&g. 95 ).
Para ese objetivo, las raices fueron disgregadas en licuadora
en presencia de la solucibn reguladora, la mezcla fue luego
homogeneizada por ultrasonido y finalmente centrifugada. Todas
estas operaciones se realizaron a temperaturas inferiores a
5°C. La solucifn resultante fue usada para los ensayos de ino-
culacién del alcaloide radiactivo, incubando a 30°C. Como, da-
da su dilucibn, la cantidad de alcaloide que podfa degradar
este tipo de homogenato era insuficiente para obtener una bue-
na senal en el espectro RMN-13C, fue necesario concentrarlo
por ultrafiltracibn a través de una membrana. Los homogenatos
de teiido de rafz concentrados podian admitir una suficiente

cantidad de in6culo como para poder estudiar la marcha del pro

ceso por RMN—13C.

Los resultados de las inoculaciones se presentan en

la Tabla 8.
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Medio de Cantidad y Actividad Actividad Cantidad de

incubacifn de hordenina-a-14c remanente(a) 14C02(b)
(ymol/ml) (dpm/m1l) (dpm/ml) (ymol/ml)

Solucibn

reguladora 0,35 4,2 x 10° 4,2 x 10° 0

Homogenato

original 0,35 4,2 x 10° 7,3 x 10t 0,29

Homogenato

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

Homogenato

regenerado 0,30 3,5 x 10° 5,9 x 10* 0,25

Residuo de

centrifugacién 0,35 4,2 x 10° 4,2 x 10° 0

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

(b) Valores calculados.

Tabla 8: Degradaci6n de hordenina—u—l4c a

14

presentes que con-

CO2 por homogena-

tos de rafces de Hordeum vulgare a 30°C durante 14 h.



Del an&lisis de los resultados presentados en la Ta-
bla 8 surge que el homogenato original elimina como di6éxido de
carbono el 83% del C-a de la hordenina—u-l4c entregada y lo
mismo hace el homogenato regenerado. Este GGltimo se prepard
mezclando en las proporciones adecuadas el homogenato concen-
trado con el filtrado obtenido en el proceso de ultrafiltra-
cién. El1 homogenato concentrado (10 veces) no mostré 10 veces
m&s actividad, sino que s6lo proces6 un 43% de la hordenina
entregada, lo que corresponde a un aumento de actividad del
orden del 500%. Esto significa que el proceso de concentracién
provoca la disminucién de la actividad, aunque no de manera
irreversible, ya que el homogenato regenerado vuelve a tener
la capacidéd original. Esta pérdida de actividad no puede atri
buirse a una desnaturalizacif6n enzimdtica por el proceso de
concéntracién, ya que en este caso ésta serfa irreversible;
mis bien puede deberse a la pérdida de cofactores de bajo peso
molecular que atraviesan la membrana de ultraf&ltracién. Esta
pérdida de actividad, si bien es considerable, no impidié que
el hémogenato pudiera ser utilizado para las<gxperiencia§ pro-
yectadas, ya gque al concentrar 10 veces la actividad aumenta
5 veces. La caida de actividad se hizo m&s marcada con el ho-
mogenato concentrado 20 veces usado finalmente en la experien-

cia de RMN-13C, la cual, aunque tomé algo mds de tiempo, tam-

bién pudo realizarse.

Los espectros de RMN-13C con desacoplamiento total

de 1H se registraron a distintos tiempos. Al comienzo de la

experiencia se detect6 solamente una senal a 43,73 ppm corres-



pondiente a los grupos -N(l3gﬁ3)2. La intensidad de esta sefial
fue decreciendo con el tiempo y simulté&neamente aparecif y fue

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

grupo -NH-13933

. Algunos de estos espectros se presentan en la
Figura 19. Luego de 48 horas, la sefal correspondiente a hor-
‘denina desaparecif, indicando que la remocién de uno de los
grupos N-metilos fue completa. La representacién gré&fica de

las intensidades de ambas seflales en funcifén del tiempo se

muestra en la Figura 20.
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43,73 35,62

Figura 19: Espectros de RMN—J'3

C de la incubacibén de hordenina
(metilo-13C2) en homogenatos de raices de Hordeum

vulgare. a) 0 h; b) 21,17 h; c) 33,46 h; d) 46,83 h.
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Figura 20: Intensidad de las absorciones de los grupos -N-13g§3

de hordenina (0) y N-metiltiramina (A) en funcibn

del tiempo.
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Estos resultados indican que la desmetilacibén de hor
denina a tiramina no se produce en una sola etapa, sino que
como ya habifia sido propuesto por otros autores (81,82), invo-
lucra dos pasos: formacibén inicial de N-metiltiramina y degra-
dacibn de &sta a tiramina (que en esta expériencia no puede
detectarse porque no lleva marcaci6én). No hay duda, sin embar-
go, de que esta amina realmente se produce porque fue aislada
durante el an8lisis de los productos radiactivos provenientes
de la inoculacién de hordenina—B-14C (ver Capftulo II, pé&g.
53).

De la observaci6n de la Figura 2Q puede deducirse
que la segunda desmetilacién fue m&s rdpida que la primera y
que el producto intermedio, la N-metiltframina, no alcanza un
valor de concentracién comparable al de hordenina. égto podria
explicar por qué el intermediario no fue detectado durante el
andlisis de las fracciones radiactivas provenientes de la ino-

culacién de hordenina-8-14C (ver Capftulo II, pdag. 59).

La ausencia de otro tipo de senal al final de la ex-
periencia, que mostrara el destino final de los grupos - 3CH3
podria tener tres causas. Una provendria de postular la disper
sién de los grupos metilos entre muchos productos distintos,
con la consecuente dilucién. También podrfa suponerse la pér-
dida de estos grupos metilos como diéxido de carbono, cuya se-
fnal de resonancia (o la del ion bicarbonato) serfa muy dificil
de observar en las condiciones en que fue realizada la expe-

riencia debido al alto valor de su tiempo de relajacibn longi-

tudinal (Tll. Finalmente, tampoco se puede descartar la incor-
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poracibn de estos grupos metilos en compuestos de alto peso mo
lecular, como por ejemplo, protefnas, cuyas sefiales de resonan
cia tampoco serfan observables en las condiciones experimenta-
les empleadas, debido al pequeno tiempo de relajacibén trans-

versal (Tz) de estos carbonos (128]).
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INOCULACION DE HORDENINA (METILO- 14C2) EN PLANTAS DE Hordeum

vufgare Y ESTUDIO DE SU DEGRADACION

Para tratar de determinar cu&8l era el destino final
de los grupos N-metilos, "hecho que no habfa podido dilucidarse

con la inoculacién de hordenina(metilo—13

Cz) en homogenatos de
rafces, se decidif6 marcar la misma posicibén (los grupos N-meti
los) con carbono-14. La sintesis de hordenina(metilo-14C2) ya
fue descripta anteriormente (ver Capitulo II, p&g. 29 y Capi-
tulo IIXI, p&g. 131]}.

) Una de las pogibilidades gue se habfa postulado con
los resultados obtenidos con hordenina(metilo-l3cz) era que
los grupos ﬁ-metilos se_eliﬁinaran_como diéxido de carbono, cu
ya sefial de resonancia era muy diffcil de observar en las con-
diciones en que se realiz6 la experiencia.

Para confirmar si el di6xido de carbono era realmen-
te el destino final de estos carbonos, se hicieron desarrollar
las plantas en un sistema similar al empleado durante la ino-
culacibn de hordenina-a-14d, para recoger el di6xido de carbo-

no expulsado por las plantas como carbonato de bario (ver Ca-

pitulo II, pdg. 38).

La experiencia presente fue realizada en condiciones
similares a la anterior. La Gnica diferencia introducida fue
que se evit6 el agregado de solucifn nutriente en dfas subsi-
guientes a_la inoculacibn para lograr aumentar la absorci6n

del alcaloide radiactivo.
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Se tomaron 50 plantas de 8 dfas de desarrollo y se
inocularon con 18,2 mg (110 umol) de hordenina(metilo-l4cz)
(actividad especffica: 1,50 x 109 dpm/mmol), disueltos en
25 ml de solucibn salina nutriente. El di6xido de carbono se
fue recogiendo como carbonato de bario a distintos tiempos du-
rante 6 dias y se midi6 su radiactividad.

Los resultados obtenidos se pueden ver en la Tabla 9
y en la Figura 21, que permite una observacién més directa.

Estos resultados muestran claramente la conversifbn
casi total de los carbonos metilicos en_@iéxido de carbono,
con lo que quedan totalmente descartadas las otras dos posibi-
lidades enunciadas anteriormente, durante la discusifbn de los
resultados de la inoculaci6n de hordenina(metil;—lacz), O sea
la incorporacifén en protefnas o la dilucifbn de la marca en dis

tintos productos.

El carbonato de bario recogido tenfa el 94,6% de la
radiactividad entregada. Al analizar la soluciéé nutriente re-
manente al finalizar la experiencia, se encontr6 que ésta te-
nia una radiactividad residual carrespondiente al 3,4% de la
hordenina entregada.

Al hacer sendos extractos metan6licos con las raices
Y las partes afreas de las plantas se encontr6 que mientras
que en el primero habia un 1,7% de la radiactividad entregada,
el segundo era prdacticamente inactivo.

Entre las tres fracciones recogidas, -el carbonato de

bario, el resto de solucibn nutriente y el extracto metanSlico

de las rafces, se recuper6 el 99,7% de la radiactividad entre-



gada.

Estos resultados tampoco est&n de acuerdo con los
obtenidos por Meyer y Barz (82) con cultivos de cé€lulas, quie-
nes no encontraron una transformacifén significativa de horde-

nina(metilo-14C2) en di6xido de carbono radiactivo.

100%

Tiempo, horas

Figura 21: Curva de expulsibén de 14CO2 en funci6én del tiempo,

por plantas de Hordeum vulgare de 8 dias de desarro-

llo, inoculadas con hordenina(metilo-l4cz).
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14

Tiempo BaCO3 Actividad Actividad CO2 Formacidén Recuperacidn
total especifica total de 14002 de actividad
(h) (mg) (dpm/mg) (dpm) (Gmol) (ymol/h) )

2,5 150 2,32 x 10° 3,49 x 10° 0,2 0,1 0,2

5,0 57 6,41 % 100 3,65x 10° 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 10° 13,4 0,7 12,1
28,5 70 2,80 x 10 1,96 x 10° 14,7 0,5 13,3
46,8 507 4,68 x 10° 2,37 x 10’ 30,4 0,9 27,6
50,5 99 5,72 x 10° 5,66 x 10° 34,1 1,0 31,0
72,0 587 5,85 x 10° 3,43 x 10 56,9 1,1 51,7
143,0 1855 3,84 x 10° 7,12 x 10’  104,0 0,7 94,6

Tabla 9: Formacién de 14CO2 en plantas de Hordeum vulgare, luego
de la administraci6n de hordenina(metilo-l?c,)
(18,2 mg - 110 umol; actividad especifica:
1,50 x 109 dpm/mmol) . Radiactividad remanente en la
solucién nutriente luego de 143 h: 5,69 x 106 dpm
(correspondiente al 3,4% de la radiactividad entrega-

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



-84-

CONCLUSIONES FINALES

Con los resultados obtenidos en las distintas expe-
riencias realizadas, es posible proponer un camino metab6lico
para el alcaloide hordenina en plantas de Hordeum vulgare.

La degradacibn comienza por un proceso de desmetila-
cién en dos etapas, produciendo N-metiltiramina y a continua-
cibn tiramina; los carbonos de los grupos N-metilos se elimi-
nan como di6xido de carbono.

La tiramina resultante continfa degradéndose, oxida-
tivamente, elimindndose el carbono a al grupo amino también

como dibxido de carbono.

La otra porcié; de la molécula de hordenina, éue lle
va el anillo arom&tico, se ha transformado en una unidad CG—Cl
(¢quizds p-hidroxibenzaldehfdo?). Una parte de ella pasa a for
mar parte @e la lignina de rafz y otra se oxida al &cido p-hi-
droxibenzoico, que se encuentra tanto libre com; esterificando
grupos hidroxilos de la lignina de rafz.

Todo este camino se encuentra resumido en la Figu-

ra 22.
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Figura 22: Posible camino metab6lico de hordenina en plantas

de Hondeum vulgare.



CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL
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GENERAL

Los puntos de fusi6n fueron determinados en un apara-
to de Fisher-Johns y no han §ido corregidos.

Los espectros de absorcién en ‘el infrarrojo (IR) se
realizaron en dispersifén en Nujol, excepto en los casos en que
se indica lo contrario, con un espectrofot6metro Perkin-Elmer
modelo 421 o con un espectrofotbmetro Perkin-Elmer modelo 137,

Infracord.

Los espectros de absorcibén en el ultravioleta (UV) se

pa— -

realizaron en solucién de etanol 95% con un espectrofotfmetro
Beckman DK-2A.

Los espectros dé-resonancia_magnética nuclear de lH
(RMN—IH) se realizaron a 60 MHz con un espectrbmetro Varian A-
60 y a 100 MHz con un espectrémetro Varian XL-100-15, los sol-

ventes deuterados utilizados se indican en cada caso, en todas

las determinaciones se utiliz6 tetrametilsilano (TMS) o 3-tri-
metilsililpropanosulfonato de sodio (DSS) como referencia inter
na. Los espectros de resonancia magnética‘nuclear de 13C (RMN -
13C) se realizaron a 25,2 MHz en un espectrfmetro 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 quimicos se expresan en § (ppm) y
las constantes de acoplamiento (J) en Hz; las sefales se indican
en cada caso como s: singulete, d: doblete, dd:-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 espectrbmetro de masa Varian-MAT CH-7A, comandado por una
computadora Varian-MAT Data System 166, con unidades de salida
TRC Tektronix 4010 e impresora Tektronix 4631 o en un espectr6-
metro Hewlett-Packard 5995 comandado por una computadora Hewlett-
Packard 9825; en todos los casos los egpectros se determinaron
por introduccibn directa de la muestra en la fuente de iones.

Las mediciones de radiactividad se realizaron en un
espectrfmetro de centelleo liquido Packard Tri-Carb 3003 o en
un Tracor Analytic Mark IIX. Las muestras se disolvieron en una

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

dioxano que contenfa 100 g de naftaleno, 7,0.g de 2,5-difenil-
oxazol (PPO) y 300 mg de 1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil)-
benceno (dimetil-POPOP) por cada 1000 ml; 6 en 15 ml de uné-so-
luci6bn centelleadora de tolueno que coptenia 4,0 g/1 de PPO y
250 mg/l de dimetil-POPOP, seglin se indica en cada caso.

Las cromatografias gas—lfquido (CGL) fueron realiza-
das en un cromatébgrafo gaseoso Hewlett—Paciard 5830-A con de-
tector de ionizaci6n de llama, equipado con columnas de vidrio
de 1,80 m de longitud y 2 mm de di&metro interno, que conteni-
an como fase fija OV-17 3% sobre Chromosorb W-AW-DMCS (80-100).

La temperatura del horno se vari6 desde 120° hasta 220°C, a ra-

z6n de 10°C/m.

La cromatograffa gaseosa acoplada a espectrometrfia de
masa (CGL-EM) se realiz6 en un cromatégrafo Varian 1400 equipa-
do con una columna de vidrio de 1,8 m de longitud, rellena con
la misma fase fija empleada en la cromatografia gaseosa comn.

Este cromatb6grafo estaba acoplado a un espectrfmetro de masa
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Varian-MAT CH-7A y todo el sistema era comandado por una compu-
tadora Varian-MAT Data System 166.

Las cromatografias en capa delgada (CCD) se realizaron
ut;lizando como fase fija sflicagel-G (Merck) y como reveladores
vapores de iodo, solucibén de ninhidrina 0,1% en etanol (129), o
la observacién de la coloracibn a la luz ultravioleta de 254 nm,
en las cromatograffias analfticas. En las cromatografias prepa-
rativas (espesor: 1 mm) se emplebd sfilicagel 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—etaﬂﬁl (99:1); 3) cloruro
de metileno; 4) cloruro de metilenojmetaqol_(98:21; 5) benceno-
Acetona (95:5); 6) benceno-acetona (9:1); 7) cloroformo-meta-
nol-hidr6xido de amonio 2 N (40:15:2); 8) &ter de petrbleo (frac
ci6én 60-80°C); 9) é&ter de petrbleo (fraccién 60-80°C) -benceno
(1:1); 10) benceno; 1l1) cloruro de metileno-metanol (95:5); 12)
cloruro de metileno-metanol (4:1); 13) cloruro de metileno-me-
tanol-hidré6xido de amonio (c) (175:75:1).

La cromatograffa en columna se realiz6 utilizando co-
mo adsorbente sflicagel Davison (malla 100-200).

La cromatograffa en papel (CP) se realiz6é utilizando
papel Whatman N° 1, desarrollando con una mezcla de &ter de pe-
tr6leo (fracci6n 100-120°C)-&ter n-butfilico-agua (6:1:1), fase
superior, y revelando con solucién de 2,4-dinitrofenilhidrazina
en etanol (112). La medicién de la radiactividad distribufda so-
bre el papel cromatogrdfico se determin6 con un instrumento

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

El Protosol (marca registrada de New England Nuclear)
empleado en la disoluci6n de tejidos vegetales es una solucién
0,5 M de una sal de amonio cuaternario.

El hidr6xido de Hyamine (marca registrada de Rohm &
Haas) empleado en la determinaci6n de actividad del dib6xido de
carbono, es una solucién 1 M de hidr6xido de p-(diisobutil)cre-
soxietoxietildimetilbencilamonio en metanol.

Los cianuros de potasio y de sodio marcados con carbo-
no-14 fueron adquiridos al Commisariat a l'Energie Atomique,

Francia.

4

El clorhidrato de tiramina—s—1 C y el formaldehido-

14C fueron adquiridos a The Radiochémical Centre, Amersham, In-

glaterra.

El formaldehido—13c fue comprado_a Merck, Sharp &

Dohme Canada Limited, Montreal, Canad&.

Los solventes fueron evaporados a presifén reducida por

debajo de 50°C.
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MATERIAL VEGETAL

Las semillas de Hordeun vufgare (cebada) utilizadas eran
de la variedad MAGNIF 102 INTA cosechadas durante 1978 y 1979.
Esta variedad de cebada cervecera fue desarrollada por el INTA
Y proviene del cruzamiento de la variedad nacional MATERIA HEDA
con la variedad norteamericana QUINN, realizado en 1954.

En 1968, y luego de realizadas durante varios anos
las pruebas de resistencia a enfermedades, pureza varietal, ren
dimiento y calidad industrial, se decidi6 inscribir a esta va-
riedad en los iégistros del Ministerio de Agricultura y Ganade

ria de la Naci6n, con el nombre comercial de MAGNIF 102 INTA.

(114).

ENSAYOS DE GERMINACION DE CEBADA

1. Condiciones generales de germinacibén y desarrollo

El crecimiento de las plantas se realiz6 en una cé-
mara de acrilico, con circulacién forzada de aire caliente. Su
temperatura interna se regul6 a 25°+ 0,5°C en el centro de la
cémara, 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 W cada 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 planias
crecieron normalmente durante 45 dias, con agregados periédi-
cos de agua para mantener la humedad de la tierra.

Este método, aunque permite el desarrollo de las plan
tas, no parecfa ser muy adecuado para la inoculacién del alca-
loide por la gran cantidad de microorganismos presentes que pu-

dieran falsear los resultados, adem&s de los problemas mecéni-

cos de diluci6n del alcaloide en la tierra que dificultarfan

una buena absorcién por las raices.

3. Germinacibn y desarrollo en agua destilada

120 semillas de cebada (5,4 g) se sumergieron durante
40 minutos en una solucién al 1% de hipoclorito de calcio y lue
go se lavaron con agua destilada.

A continuacifén se sembraron sobre arena lavada y cal
cinada y se humedeci6 el sistema con agua destilada. Luego de
24 horas ya habifian germinado 113 plantulas, lo que equivale a
un 94% de germinaci6én. Durante los dfas siguientes se mantuvo
la humedad del sistema mediante agregados periédicos de agua
destilada. A los 5 dfas de desarrollo las plantas se transfi-

rieron a 50 recipientes especiales de vidrio (ver Capitulo II,
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pdg. 30 ), que contenfan 0,5 ml 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 perifdicos de agua destilada hasta

completar el volumen original, hasta el dia 11, dia en el -que
se marchitaron. Este sistema fue dejado de lado porque no per-
miti6 el desarrollo de las plantas durante un tiempo suficien-

temente largo como para realizar experiencias prolongadas.

4, Germinacibén y desarrollo en hidroponia, con agregado de

solucifn nutriente

a) 120 semillas se esterilizaron por inmersifn en una
solucibn acuosa al 1% de hipoclorito de calcio durante 40 minu

tos y se sembraron en arena lavada y calcinada, humedecida con

agua destilada.

Luego de 4 dias de desarrollo, se tomaron 80 pléantu-
las y se transfirieron a 40 recipientes de vidrio descriptos
anteriormente (ver Capitulo II, p&g. 30 ) que contenian 2 ml
de una soluci6én nutriente (105) compuesta por sustancias org&-
nicas e inorgdnicas, previamente esterilizada (ver Tabla 10).

En estas condiciones, las plantas se desarrollaron

normalmente durante 15 dias, pero también aumenté mucho la con

taminacién con microorganismos.



Sustancia Concentracifn

Mgso, 360,0 mg/1
Ca(NO3)2 200,0 mg/1
Na2804 200,0 mg/1
KC1 80,0 mg/1
NaH2P04 16,5 mg/1l
ZnSO4 1,5 mg/1
H3B03 1,5 mg/1
KI 0,8 mg/1
MnCL, 5,9 mg/1
MoO3 0,5 ug/1
CuSO4 2,5 ug/l
Fe2(804)3 2,5 mg/1
Sacarosa 20,0 g/1
Extracto de levadura 25,0 mg/1l
(8% N)

Tabla 10: Composicifn de la solucibén nutriente utilizada en
los primeros ensayos de germinacién hidrop6nica de

Hordeum vulgare.
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b) En dos experiencias similares a la anterior, se
p:opﬁ la eficacia del sorbato de potasio para reprimir el desa
rrollo de microorganismos, agregando a la solucién nutriente
150 6 300 ppm de esa sustancia.

El grado de desarrollo alcanzado por las plantas fue
similar al primer ensayo (15 dfas), pero también fue similar

el desarrollo de microorganismos, por lo que el uso de esta

-

sustancia fue dejado de 1lado.

c) En trabajos publicados sobre temas de Bot&nica
(115,116) se informaba acerca de formas de cultivo de cebada
en arena y en solucidén nutriente mds concentrada. En vista de
esto, se decidi6 concentrar la solucién entregada y eliminar
las sustancias orgénicas de la misma, a fin de evitar riesgos
de contaminacibn. La composicién de esta solucibn se puede ver
en la Tabla 11.

Se tomaron entonces 100 semillas de cebada (4,5 g) y
se esterilizaron como en ocasiones anteriores por inmersién en
una solucién acuosa al 1% de hipoclorito de calcio durante 40
minutos. A continuacifn se sembraron sobre arena lavada y cal-

cinada, humedecida con agua destilada.

A los 5 dfas de desarrollo se tomaron 80 pléntulas y
se las transfiri6 a 40 recipientes de vidrio esterilizados por
calentamiento a 105°C durante una hora, que contenfan 0,5 ml
cada uno de la solucibén salina m&s concentrada. Para tratar de
eliminar ain m&8s los riesgos de contaminacién se coloc6 en la

boca de cada recipiente un trozo de algodén, retir&ndolo sola-
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mente para los agregados peri6dicos de solucién salina.

Con respecto a estos agfegados, se realizaron cada
2 6 3 dias, completando el volumen originél de 0,5 ml.

En estas condiciones, las plantas se desarrollaron
normalmente durante mﬁs'de 30 dias, sin marchitarse.

Por otro lado, no se detect6 contaminacifén en ningu-
no de los recipientes, con lo cual se consider6 que este sis-

tema era adecuado para intentar las inoculaciones de hordenina.

5. Conclusiones acerca del proceso de germinacibén y desarrollo

Durante los primeros 5 dias de desarrollo las plén-
tulas se mantuvieron en bandejas de pl&stico con arena lavada
y calcinada, man?eniepdo el nivel de humedad con el agregado
de agua éestilsda. A partir del 5° dfa, si las plantas se des-
tinaban a ser inoculadas se transferian a unos recipientes de
vidrio cilfndricos y opacos (anteriormente descriptos, ver Ca-
_pitulo II, p&g. 30 ) y se comenzaba a suministrar la solucién
salina nutriente.

Si las plantas se iban a usar como material para pre
parar los homogenatos, se las dejaba desarrollar en las bande-
jas de plastico hasta que alcanzaran el grado de desarrollo
pretendido, agregando la solucién salina a las bandejas a par-

tir del 5° dia.
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Sustancia Concentracién
MgSO4 1,8 g/l
Ca(NO,), 1,0 g/1
Na,SO, 1,0 g/1
KC1 0,40 g/1
Na_HzPO4 83 mg/1
Mn'Cl2 30 mg/1
F_‘ez-(SO4)3 16 mg/1l
ZnsSO, 7,5 mg/l
H3BO3 7,5 mg/l
KI 3,8 mg/l
CuSO4 13 ng/1
MoO, 2,5 ug/1

Tabla 11: Composicifén de la solucién salina empleada en el

desarrollo hidrop6nico de plantas de Horadeum vulgare.
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ENSAYOS DE INOCULACION DE DISTINTAS DOSIS DE HORDENINA A PLAN-

TAS DE Hordeum vulgare DE 8 DIAS DE DESARROLLO

Con el queto de determinar si se presentaba algGn
efecto perjudicial para las plantas al entregarles distintas
dosis de hordenina en la solucifén nutriente, se tomaron 160
plantas de 8 dfas de desarrollo (germinadas en las éondicio-
nes descriptas anteriormente), que crecian en 80 recipientés
de vidrio con 0,5 ml de solucién salina en cada uno.

Las plantas se dividieron en 4 lotes iguales, reser-
vdndose uno como lote de control y a los otros 3 se les entre-
g6 una cierta cantidad de clorhidrato de hordenina_disuelto en
la solucibn salina.

Para ello se tomaron 50 mg de clorhidrato de horde-
nina y se disolvieron en 15 ml de solucibn salina (pH de la
solucibén resultante: 7 (130)). A 20 recipientes, conteniendo
2 plantas cada uno, se les agregaron 0,3 ml de esa solucibén
(1 mg de clorhidrato de hordenina. Dosis: 0,50 mg/planta, equi
valente a 0,41 mg de base libre/planta o a 2,5 uymol/planta).

A otros 20 recipientes se les agregaron 0,2 ml de 1la ;olucidn
(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 umol
por planta). Finalmente a otros 20 recipientes se les colocd
solamente 0,1 ml de la solucién (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 ymol/planta).

Posteriormente se compietd'el volumen de cada reci-
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piente a 0,5 ml, incluyendo a los 20 recipientes con 40 plan-
tas dejadas como lote de control.

Las plantas crecieron normalmente durante 15 dias
més, hasta que fuerog’cosechadas. No se observ6 aumento ni dis
minucién de la velocidad de crecimiento de los lotes que teni-

an hordenina respecto del lote que no tenfa hordenina exdégena.
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SINTESIS DE HORDENINA ISOTOPICAMENTE MARCADA

1. Sintesis de hordenina-a-'‘c |4-(2-dimetilaminoetil-2—14C)

fenol|:

1.1. p-Hidroxibenzoato de metilo:

Acido p-hidroxibenzoico comercial (94 mg, p.f.: 214-
216°C, 1lit. (118): 214,5-215,5°C) se disolvié en 20 ml de éter
etflico anhidro a 0°C. A continuacibn se agreg6 gota a gota una
solucibn de diazometano en &ter etflico anhidro, con agitacidn
continua, hasta que la mezcla de reaccién tom6 un color amari-
llo permanente. Una vez alcanzado este punto se finaliz6 el

agregado de diazometano y se mantuvo la mezcla de reaccibn a

0°C con agitacién durante 1 hora mids. El exceso de diazometano
se.destruy6 por agregado de agua y se evaporb el &ter a presibn
reducida, obteniéndose un s6lido blanco (103 mg, rendimiento:
99%), ?omogéneo en CCD (sistema 1), que se recristaliz6 de me-
tanol, p.f.: 128-130°C, 1lit.(118): 131°C.

IR: 3300, 1700, 1620, 1520, 1285, 1160, 950, 830, 750 cm_l.
RMN-lH (acetona—ds): & 3,02 (ba, 1H, -OH); 3,82 (s, 3H,
-COOCH,); 6,90 (4, J= 8,5 Hz, 2H, Hy ¥y HB.); 7,87 (4, J= 8,5 Hz,

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

Método A (90):

p-Hidroxibenzoato de metilo (273 mg) se mezcl6 con
282 mg de carbonato de potasio (anhidro) y 0,5 ml de acetofe-
nona. La mezcla se calent6 con agitacién a 160°C; a continua-
cién se agregaron 207 ul (227 mg) de cloruro de benciio,-en
pequenas porciones durante 1 hora.

La mezcla de reaccibén se mantuvo a 160°C durante 7
horas m8s y a continuacibén se evapord el solvente a presién
reducida. El residuo se tom6 con benceno a ebullicibn, fil-

trandose la solucibén en caliente. El benceno se evapor6 a pre-

si6n reducida y el residuo se recristalizé de metanol, obte-
niéndose 303 mg (rendimiento: 70%) de un s6lido 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-l.

ran-'H (cDC1,): & 3,87 (s, 3H, -COOCH,); 5,10 (s, 2H,

~0-CH,-C.Hg): 6,98 (a, J= 9 Hz, 2H, Hy y Hy,); 7,37 (s, SH,

EM (m/z, %): 242 (8, M+.), 211 (2), 91 (100), 65 (9).

Método B:

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

20 ml de acetona anhidra y se agregaron 30 ul (33 mg) de cloru



ro de bencilo y 86 mg de carbonato de potasio anhidro. La mez-
cla se llev6 a ebullicibn y se control6 el avance de la reac-
cibn tomando alicuotas de la mezcla a distintos tiempos y ana-
liz&ndolas por CCD (sistema 2).

A las 17 y a las 24 horas de reflujo se estimb que
la reacci6n habfa proéresado en un 20%. A las 48 horas de re-
flujo la relacibdn 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):

Cl) p-Hidroxibenzoato de metilo (44 mg) se disolvié
en 3 ml de una solucibn de hidr6xido de scdio en-metanol
(4 mg/ml). Se eliminé el solvente a presién reducida para ais-
lar el fen6xid6 y al residuo s6lido se lo disolvié en metanol
(10 ml) y se agregaron 31 ul (34 mg) de cloruro de bencilo. La
mezcla de reaccién se dej6 durante la noche a temperatura am-
biente con agitacién. Luego de este lapso de tiempo se estimb

el progreso de la reaccifn por CCD- (sistema 2), encontr&ndose

que €sta no se habfa producido.

C2) p-Hidroxibenzoato de metilo (33 mg) se disolvib
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en 2,2 ml de solucibn de hidr6xido de sodio en metanol (4 mg/ml),

para generar el ion fen6xido, y a continuacifn se agregaron
25 ul (27 mg) de cloruro de bencilo. La mezcla se dej6 a tempe

ratura ambiente con agitacién durante 18 horas y al cabo de
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ese tiempo, la CCD analftica (sistema 2) de la mezcla mostr6
solamente los productos de partida, con lo que no se habfa pro

ducido la reacci6n buscada.

- Método D:

A una solucién de 98 mg de p—hidroxibenzo%ﬁo de meti
lo en 20 ml de acetona anhidra, se le agregaron 100 mg de car-
bonato de potasio anhidro, 2 mg de ioduro de potasio anhidro y
75 ul (83 mg) de cloruro de bencilo. Esta mezcla se llev$ a
ebullicibén y se control6 el avance de la reaccibn por CCD ana-
litica (sistema 2). A las 7 horas de reflujo se ;stimé un_ 80%
de conversifn, pero la mezcla de reaccifn se mantuvo a ebulli-
ci6n au;ante.24 horas, buscando una conversifn mayor. Al cabo
de ese tiempo, se enfrib el sistema y se eliminaron las sales
por filtraci6én, 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 tom6 con 50 ml de cloruro de meti
leno. Esta solucibn se lav6 con agua (25 ml), con hidr6xido de
sodio 0,1 N (25 ml) y luego nuevamente con agua (25 ml). Final
mente se secb6 sobre sulfato de magnesio anhidro durénte 15 mi-
nutos y luego de eliminar el agente desecante por filtracibn,

se elimind el solvente por evaporacifn. El residuo blanco cris
talino (141 mg, rendimiento 90%), homogéneo en CCD (sistemas 2

y 3), se recristaliz6 de metanol, p.f.: 96-98°C, idéntico al

producto obtenido por el método A.
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1.3. Alcohol p-benciloxibencilico:

La reducci6n del-p—benciloxibenzoato de metilo al al
cohol p-benciloxibencilico se realizé6 con hidruro de aluminio
y litio en éter etflico anhidro. La reduccifn se prob6 en las

siguientes condiciones:

A) a 0°cC:

Se disolvieron 47 mg de p-benciloxibenzoato de meti-
lo en 20 ml de éter etflico anhidro y a esta solucibn se agre-
garon 40 mg de hidruro de aluminio y litio, y la mezcla se man
tuvo a 0°C con agitacién durante 24 horas. A distintos tiempos
se tomaron alicuotas que se analizaron luego de destruir el
exceso de hidruro (pbr agregado de agua y luego &cido sulfiri-
co_15%), por CCD (sistema 2), encontr&ndose que a las 24 horas

la reaccién s6lo habia progresado en un 50%.
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B) a temperatura ambiente:

p-Benciloxibenzoato de metilo (45 mg)
se disolvi6 en 20 ml de éter etflico anhidro. A continuacibn se
agregaron 35 mg de hidruro de aluminio y litio y luego se man-
tuvo la mezcla con agitacifén a temperatura ambiente durante 44
horas, tomando alicuotas de la misma a distintos tiempos para.
controlar el progreso de la reaccibn. Estas alicuotas, como en
el caso anterior, fueron analizadas por CCD (sistema 2), luego
de destruir el exceso de hidruro de aluminio y litio agregando
agua y &cido sulfGrico 15% en cantidades apropiadas.

El andlisis cromatogréafico mostré la aparicibn de dis
tintos productos de reaccibn y ademds, aparentemente, una reac
cién incompleta, ya que a las 44 horas atin parecia quedar reac
tivo sin reaccionar.

Esta mezcla compleja de productos (38 mg) fue aisla-
da destruyendo el exceso de hidruro de aluminio y litio con
agua y luego &cido sulfGrico 15%, y luego extrayendo 3 veces
con 25 ml de cloruro de metileno. La fase orgénica se lav6 una
vez con agua y se secd sobre sulfato de sodio anhidro. Final-
mente, se evapor6 el solvente y se obtuvo una mezcla s6lida

gue no fue analizada, dada la presencia de no menos de 4 com-

ponentes.

C) en éter etflico a ebullicién:

p-Benciloxibenzoato de metilo
(30 mg) se disolvib en 10 ml de &ter etflico anhidro y se agre

garon 32 mg de hidruro de aluminio y litio, realizando las ope
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raciones bajo atmésfera de nitr6geno seco. El sistema se calen
t6 hasta que el &ter etilico entr6 en ebullicibén y se mantu-
vo a esa temperatura durante 2 horas. Se tomaron alicuotas de
la mezcla de reaccifén cada 30 minutos para controlar el desa-
rrollo de la misma, por CCD (sistema 2) luego de destruir el
exceso de hidruro de aluminio y litio como en los casos ante-
riores. Se encontr6 que a los 30 minutos la reaccibn era total,
formdndose casi exclusivamente un solo producto. Al transcu-
rrir mds tiempo, comenzaron a aparecer otros productos cuya
proporcién crecia con el tiempo; sin embargo, estas impurezas
estaban en mucha menor proporcién que a otras temperaturas.

A las 2 horas se finaliz6 el calentamiento y se des-
truy6 el exceso de hidruro de aluminio y litio como en ocasio-
‘nes anterioges,'égregaﬁdo agua y &cido sulfdrico 15%. La fase
orgdnica se separ6 y la fase acuosa se extrajo 2 veces con
25 ml de &ter etflico. Las soluciones etéreas se juntaron, se
lavé la solucibén resultante 2 veces con 20 ml de agua cada vez
_y iuego se secé sobre sulfato de sodio anhidro durante 15 minu
tos y se elimin6 el solvente por evaporacifén a presifn reduci-
da, previa eliminacién del agente desecante por filtracibn. Se
obtuvo un residuo blanco cristalino (20 mg) que fue recristali
zado de ciclohexano, p.f.: 84-86°C, 1lit. (91): 86-87°C.

IR: 3300, 1600, 1500, 1240, 1000, 820, 740, 695 cm-l.

RMN-'H (CDC1;): & 1,63 (ba, 1H, -OH); 4,59 (s, 2H, -CH,OH);
5,05 (s, 2H, C6H5-C§2-O—); 6,90 (4, J= 8 Hz, 2H, HB Y HB,);
7,25 ( parcialmente superpuesta con la senal siguiente, no se

puede medir la constante de acoplamiento, 2H, HA Y HA.); 7,35
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(s, 5H, ngs—).

Este espectro de RMN-IH fue asignado por comparacifn
con los espectros de RMN-1H del alcohol p-metoxibencflico (XVIII)

y del p-benciloxianisol (XIX).

CH,OH OCH,4
OCH,
(XVITII)
(XIX)

EM (m/z, %): 214 (M'", 15), 91 (100], 65 (9).

Posteriormente se comprobs6 que la atmbésfera de nitrd
geno era innecesaria. Se tomaron 165 mg de p-benciloxibenzoato

de metilo y se disolvieron en 30 ml de &ter etilico anhidro. A
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esta solucibn se le agregaron 13Q mg de hidruro de aluminio Y
litio, en pequefias porciones. La mezcla se calent6 a reflujo
durante 15 minutos y al cabo de ese lapso el hidruro en exceso
se destruyb por agregado de &éter etilico saturado con agua,
luego algunos pequefios trozos de hielo y finalmente &cido sul-
faGrico 15%. La mezcla se extrajo 3 veces con 25 ml de éter eti
lico cada vez, los extractos orgénicos combinados se 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 evaporacibén, previa filtracifén para eliminar el
agente desecante, se—bbtuvo un s6lido blaﬁco cristalino (145 mg,

rendimiento: 100%), homogéneo en CCD (sistema 2]}, indistingui-

ble del producto obtenido segfin el método anterior.

1.4. Cloruro de p-benciloxibencilo (91,92):

Alcohol p-benciloxibencflico (144 mg) se disolvié en
10 ml de éter etilico y a esta solucibn se le agregaron 0,2 ml
de &cido clorhidrico (c). La mezcla se mantuvo con agitacibn
durante 22 horas a temperatura ambiente. En ese momento se agre
~garon 10 ml de agua, y la fase acuosa se extrajo 3 veces con
25 ml de Eter etilico cada vez. Los extractos etéreos combina-
dos se lavaron 2 veces con 10 ml de solucibn saturada de carbo
nato de potasio cada vez y luego con 2 porciones de 25 ml de
agua. Finalmente, la solucibn etérea se sec6 sobre_carbonato
de potasio anhidro durante 15 minutos y luego se filtr6 para

eliminar el agente desecante.
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Al evaporar el éter, qued6 como residuo 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 .
RN-'H (CDC1,): & 4,56 (s, 2H, -CH,C1); 5,03 (s, 2H,
CgHg-CH,-0-); 6,93 (d, J= 9 Hz, 2H, Hy y Hy,): 7,23 (parcial-
mente superpuesta con la senal siguiente, no se puede medir la
constante de acoplamiento, 2H, HA Yy HA,); 7,35 (s, 5H, C6§5-).
EM (m/z, %): 234 +27°, 4), 233 m#1tT, 2), 232 v*7, 12),

197 (3), 92 (7), 91 (100), 65 (8).

1.5. p-Benciloxifenilacetonitrilo:

Método A (92):

Al) Cloruro de p-benciloxibencilo (157 mg) se disol-
vié en 10 ml de acetona anhidra y a esta solucibén 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 llevé a ebullicién y se mantuvo
a reflujo durante 16 horas, se enfri6, se filtraron las sales
y se elimind la acetona por evaporacibén a presibén reducida. El
residuo s6lido amarillento se tomé con 50 ml de benceno y se
lav6é con agua caliente (3 x 30 ml). Luego, la solucibn bgncéni
ca se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y p;ste-
riormente se elimin6 el benceno por evaporacién a presibn redu
cida. El residuo blanco cristalino obtenido (146 mg, rendimien

to: 97%), homogéneo en 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-'H (CDC1,): & 3,61 (s, 2H, -CH,CN); 5,03 (s, 2H,
C6H5-Cg2—0-); 6,93 (d, J= 9 Hz, 2H, HB )4 HB,); 7,23 (parcial-
mente superpuesta con la senal siguiente, no se puede medir la
constante de acoplamiento, 2H, Hy vy Hy,); 7,35 (s, 5H, CcHg-).

EM (m/z, %): 223 (M'', 6), 91 (100).

Az) Cloruro de p-benciloxibencilo (41 mg) se disol-
vi6é en 10 ml 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 llev6 a ebullicibn y se mantuvo el reflujo durante 17 ho-
ras. Al cabo de este tiempo la mezcla de reaccifén era amari-
llenta. El anélisis por CCD (sistema 5) indic6é una reaccibén in
completa (quedaba reactivo sin reaccionar), ademds de la forma

cibn de otros productos (entre ellos parecfa estar el alcohol
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p-benciloxibencilico, producto de la hidr61lisis del reactivo).
La mezcla de reaccién se trat6 de la misma forma que en Al,
filtrando las sales, tomando con benceno, lavando y finalmente
evaporando el benceno a presif6n reducida. Se obtuvo un residuo
s6lido amarillento (39 mg) que fue analizado por RMN-IH:
RMN-'H (CDCl;): & 3,63 (s, ~1H, -CH,CN); 4,56 (s, ~1/2H,
-CH,C1); 4,60 (s, ~1/2H, -CH,OH); 5,03 (s, 2H, csns-cgz-b-);
H + -C_H,-).

6=5" 6—4
Del anélisis de los valores de la integracib6n de los

6,80-7,45 (m, 9H, C

protones metilénicos surgif que se habfa producido un 50% del
producto buscado, un 25% del producto de partida habia guedado

sin reaccionar y el 25% restante se habfa hidrolizado al alco-

hol correspondiente.
- E;ta mezcla fue separada por cromatpgrafia en capa
delgada preparativa, desarrollando con el sistema 6. Mediante
la elucién de la banda apropiada, fue posible aislar 22 mg del
nitrilo buscado (rendimiento: 56%), que fueron recristalizados
de ciclohexano y cuyas propiedades ffsicas (p.£f., IR, RMN-lH)

fueron idénticas a las del producto obtenido segfin el método

Al.

Método B (93,94):

B,) Cloruro de p-benciloxibencilo (141 mg) se disol-
vi6é en 10 ml de dimetilsulféxido 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
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tuvo con agitacibén a 40°C durante 2,5 horas'y luego se volcd
sobre 50 ml de agua. La fase acuosa se extrajo coh 4 porciones
de 40 ml de cloruro de metileno y los extractos org&nicos com-
binados se lavaron con 4 porciones de 30 ml de agua (para eli-
minar totalmente el dimetilsulf6xido). La fase org&nica se se-
c6 durante 15 minutos sobre sulfato de sodio anhidro, se fil-
tr6 y se eliminé el solvente por evaporacién a presibn reduci-
da. El residuo s6lido, blanco cristalino (137 mg, rendimiento:
100%), homogéneo en CCD (sistema 5) fue recristalizado de ci-
1

clohexano y sus constantes fisicas (p.f., IR, RMN-"H, EM) re-

sultaron idénticas a las del producto obtenido segln el método

Al.
B2) Cloruro de p-benciloxibencilo (47 mg, 8% de exce
so respecto de la cantidad estequiométrica) se disolvib en 3 mi
de dimetilsulféxido anhidro y recientemente destilado y se agre
garoﬁ 42 mé de cianuro de potasio anhidro. La mezcla se tratb
como en el caso Bl’ obteniéndose 47 mg de un producto blanco
cristalino, apenas impurificado con un poco de producto de par
tida, seglGn el an&lisis por CCD (sistema 5). Este producto,

sin m8s purificacibn, se reserv6 para probar el paso siguiente.
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1.6. Clorhidrato de tiramina |4-(2-aminoetil)fenol| (95-99):

p—Bgnciloxifenilacetonitrilo (133 mg) se disolvi6 en
20 ml de etanol absoluto. A esta solucién se agregaron 0,18 ml
de &cido clorhidrico (c) y 20 mg de paladio (10% sobre carbén).
Esta mezcla se hidrogen6 a presién atmosférica y a temperatura
ambiente. durante 24 horas, hasta que ces6 el consumo de hidr6-
geno. Se elimin6 el catalizador por filtraci6n, el que a su
vez fue lavado con 2 porciones de 10 ml de etanol. La mezcla
de reaccibn fue analizada por CCD (sistemas 6, 7 y 12), encon-
trdndose que era homogénea y que revelaba tanto con iodo como
con solucibén de ninhidrina, esto Gltimo indicativo de la pre-
sencia de una amina primaria, y con la misma relacibn de fren-
tes (R.) que la tiramina comercial.

La soluci6n etan6lica se concentr6 a un tercio de su
volumen y luego se agregaron porciones de cloruro de metileno

y éter de petrbleo (fracci6én 60-80°C) hasta gque se formé un
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precipitado blanco cristalino que se separ6 por filtracibn
(87 mg, rendimiento: 84%).

IR: 3100, 1620, 1500, 1230, 840 cm .

RMN-1H (D,0): & 2,70-3,40 (m, sistema AA'BB' (131), 4H,

-Cﬂz-Cﬂzf); 6,92 (4, J= 9 Hz, 2H, Hy y Hg,); 7,23 (4, J= 9 Hz,

2H, Hy ¥ HA')'

CHZ—CH2-§H3 c1

HA HA'

OH

EM (m/Z, %) (132): 137 (M’ - HC1, 417, 108 (100), 107. (83),.

91 (13), 77 (58).

" 1.7. Hordenina |4-(2-dimetilaminoetil)fenol]:

Método A (Reacci6én de Eschweiler-Clark) (81):

Tiramina (30 mg), liberada por extraccién continua
durante 24 horas con &ter etflico de una solucibn acuosa amo-
niacal de clorhidrato de tiramina, se disolvi6 en 0,5 ml de
dcido fb6rmico (90%) y 0,3 ml de formaldehfdo (35%). La mezcla
se mantuvo a ebullicién durante 20 horas y luego se agregaron
0,5 ml de &cido clorhfdrico (c) y se llev6 a sequedad a presibn
reducida. El residuo se tom6 con 5 ml de hidr6xido de amonio

(c) y nuevamente se evapor6 el solvente a presibfn reducida.



Finalmente, el residuo se sublim6 a 110°C y 0,001 Torr, obte-
niéndose 5 mg de una sustancia que no pudo ser identificada,
pero que su espectro RMN-IH (en CDC13) mostraba las siguientes
sefiales: & 2,45 (s); 6,80 (4, J= 9 Hz); 7,00 (4, J= 9 Hz).
Estas sehales pddrian asignarse a grupos N-metilos y
a un anillo arom&tico para-disustitufdo, respectivamente. De-
bido a la pequefia cantidad de sustancia de que se disponia no
fue posible obtener los datos de integracifén en el espectro de

RMN—lH.

Método B (100, 123):

Clorhidrato de tiramina (40 mg) se disolvié en 10 ml
de metanol y se agregaron 70 pl de formaldehfdo (35%) y 10 mg
de paladio (10% sobre carb6én). Esta mezcla se hidrogend a tem-

peratura ambiente y a presi6n atmosférica durante 17 horas,

hasta que ces6 el consumo de hidr6geno. El catalizadér se éli;
miné por filtracién y fue lavado 2 veces con porciones de 5 ml
de metanol. La solucibn meténélica se llev6 a sequedad, evapo-
rando el solvente a presifén reducida, y el residuo se tom6 con
25 ml de metanol y se volvi6 a eliminar el solvente por evapo-
raci6n. Este proceso se repitibé 4 veces para eliminar totalmen
te el paraformaldehido. Finalmente, se tom6é el residuo con

2 ml de hidr6xido de.amonio (c) y nuevamente se llev6 a seque-
dad y el nuevo residuo obtenido se sublim6 a 100-105°C y

5 x 10-'4 Torr, obteniéndose 34 mg de un s6lido blanco cristali

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—l.

RMN-1H (4cido trifluoroacético): ¢& 3,08 (d, J= 5 Hz, —$(C§3)2);
H

3,00-3,80 (m, sistema AA'BB' (131,140), —cgz-cgz—, superpuesto
con la sefal anterior), estos 2 grupos de sefiales integran pa-
ra 10 protones; 7,02 (4, J= 9 Hz, 2H, HB y HE,); 7,21 (4,

J= 9 Hz, 28, H, y H,,).

RMN-'H (metanol-d ): 6 2,92 (s, -N(CH,),): 2,70-3,50 (m, sis-
tema AA'BB' (131,140), superpuesto con la sefial anterior y con
la absorcién del solvente, -cgzjcgz-), estos 2 grupos de sena-
les integran, aproximadamente, para 10 protones; 6,80 (4,

J= 9 Hz; 2H, Hy y Hp,); 7,15 (d,-J= 9.Hz, 2H, Hy y Hy,).
RMN-17C (H,0 + 108 D,0) (125): & 30,23 (C-c); 43,69 (C-a);
59,54 (C-b); 116,70 (C-2); 128,46 (C-4); 130,90 (C-3); 155,59
(C-1). Este espectro fue asignado por comparacién 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 aromé-
ticos (133).

EM (m/z, $)(132): 165 (M'°, 6), 121 (9), 107 (14), 91 (9),

77 (18), 65 (7), 58 (100).

c b a
H,-CH,-N(CH;),
Hp, Hp
Hy B'

OH
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1.8. p—Benciloxifenilacetonitrilo—l—l4c (101):

Cloruro de p-benciloxibencilo (314 mg) se disolvib
en 20 ml de dimetilsulf6xido anhidro y recientemente destilado
y a esta solucifbn se agregaron 81 mg de cianuro de potasio—14c
(1 mCi) y la mezcla se mantuvo con agitacifn a temperatura am-
biente durante 90 minutos. Luego, se volc6 sobre agua (100 ml)
Yy se extrajo con 4 porciones de 50 ml de cloruro de metileno.
La fase orgénica se lav6 5 veces con porciones de 50 ml de agua
y se secb sobre sulfato de sodio anhidro. Al evaporar el sol-
vente se obtuvo un s6lido blanco cristalino (315 mg), idéntico
segln CéB (sistema 5), p.f. é IR al p-benciloxifenilacetonitri

lo inactivo. Actividad especifica: 0,63 mCi/mmol.

14

1.9. Clorhidrato de tiramina-a-"""C j4—(2-aminoetil-2-14c)

fenol| (101):

14C (313 mg) se disol’

p-Benciloxifenilacetonitrilo-1-
vi6 en etanol absoluto (30 ml) y se agregaron 0,36 ml de &cido
clorhidrico (c) y 20 mg de paladio (10% sobre carbbn). La mez-
cla se hidrogen6 a presién atmosférica y a temperatura ambien-
te durante 24 horas. La mezcla de reaccién se filtr6 para eli-
minar el catalizador y éste fue lavado con 2 pofciones de 1 ml
de etanol. El1 filtrado se concentr6 a unos 3 ml y por adicibn
de cloruro de metileno y éter de petr6leo (fraccién 60-80°C)

se separ6 un producto blanco cristalino (173 mg), identificado

. . . 14 .
como clorhidrato de tiramina-a-~'C, por comparacifn 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 mdsico: 81l% (a partir de cianuro de

potasio).

1.10. Hordenina-a-1%c |4-(2-3imetilaminoetil-2-14c)fenol|(101):

'Y

Clorhidrato de tiramina—a—14c (172 mg) se disolvib

en 20 ml de metanol que contenfa 0,3 ml de solucién de formal-
dehfdo (35%). Se agregaron 20 mg de paladio (10% sobre carbbn)
Y la mezcla se hidrogen6 a presi6n atmosférica y a temperatura
ambiente durante 16 horas. El catalizador se filtr6 y se lavé
con Z-porciones de 1 ml de metanol. Al evaporar el solvénte,
quedd un residuo que se tom6 nuevamente con 25 ml ae metanol y
se volvié a evaporar el solvente a presibén reducida. Este pro-
ceso-se repiti6 4 veces hasta eliminar totalmente el parafor-
maldehfdo. El Gltimo residuo (176 mg) se tom6 con 2 ml de hi-
dr6xido de amonio (c) y finalmente se evapor6 el solvente. El
residuo final se purific6 por sublimacibén (5 x 10_4 Torr, 100-
105°C), obteniéndose 145 mg (rendimiento m&sico: 89%) de un
s6lido blanco cristalino de actividad especifica constante:
0,63 mCi/mmol. Sus propiedades fisicas (CCD en el sistema 7,

IR y EM) eran idénticas a las de hordenina inactiva.

Posteriormente se repitié esta misma secuencia de re

acciones a partir de cloruro de p-benciloxibencilo (321 mg),

cianuro de sodio—l4c (1 mCi, 1 mg) y cianuro de potasio inacti
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vo (80 mg). De esta forma se obtuvieron: p-benciloxifenilaceto
nitrilo—1—14C (308 mg; 0,81 mCi/mmol); clorhidrato de tirami-
na—a—14c (161 mg, 0,80 mCi/mmol; rendimiento mdsico en 2 pasos,
a partir de cianuro: 75%); hordenina—a-l4C (0,78 mCi/mmol;

155 mg; rendimiento: 100%).

2. Sintesis de hordenina-g-+%c |4-(2-dimetilaminoetil-1-}%c)

fenoll:

2.1. Hidr6lisis del &cido p-metoxibenzoico:

A) con tricloruro de boro (102):

Al) Acido p-metoxibenzoico comercjal (162 mg) se di-
solvié en 4 ml de cloruro de metileno y el sistema se enfrib a
-28°C en banoc de hielo seco y acetona. Se agregaron luego 3 ml
de tricloruro de boro y se mantuvo la mezcla a esa temperatura
durante 1 hora, con agitacifn ocasional. Al cabo de ese lapso
de tiempo se dej6 llegar el sistema hasta la temperatura am-
biente, y se lo dej6 durante 23 horas a esa temperatura. Se
eliminaron el solvente y el exceso de tricloruro de boro por
evaporacién a presién reducida y el &cido bb6rico formado se
elimin6é tomando el residuo con 4 ml de metanol y evaporé&ndolo
a presibén reducida. Este proceso se repitib6 4 veces.

El an8lisis por CCD (sistema 11) indic6 que la reac-
ci6én no habfa sido completa, sino que s6lo habfa progresado en
un 50%. Debido al tratamiento con metanol también se habia pro
ducido una esterificacibn parcial de los &cidos (p-metoxiben-

zoico y p-hidroxibenzoico) dando los correspondientes &steres
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metilicos, como pudo confirmarse mediante la comparacibén con
sustancias conocidas. El tratamiento con diazometano de esta
mezcla de reaccibn, previamente disuelta en &ter etflico anhi-
dro, -la transformé en una mezcla aproximadamente equimolecular
de p-metoxibenzoéto de metilo y p-hidroxibenzoato de metilo.
Esta mezcla se separ6 disolviéndola en 50 ml de cloruro de me-
tileno y lavando con solucién de hidr6xido de sodio 10% (30 ml).
La fase orgdnica se lav6é luego con 2 porciones de 20 ml de
agua, se secH6 sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se evapo-
r6 el solvente a presibn reducida. Se obtuvo un residuo ligqui-
do incoloro (85 mg), que cristaliz6 al cabo de 24 horas, homo-
‘ gégeo en CCD (sistema 11), con el mismo comportamiento cromato

grafico que p-metoxibenzoato de metilo y con el mismo espectro

IR.

IR (fase l1fquida): 1700, 1620, 1520, 1450, 1250, 1100, 1000,
840 em™ L.

La solucifn acuosa b8sica anterior se ilevé apH1
con &4cido clorhidrico (c) y se extrajo 3 veces con porciones
de 50 ml de cloruro de metileno. La fase orgdnica se lav6 con
2 porcibnes de 30 ml de agua, se sec6 sobre sulfato de magne-
sio y se filtr6. Al eliminar el solvente por evaporacibén que-
d6 un residuo blanco cristalino (79 mg), homogéneo en CCD (sis

tema 11), gue se recristaliz6 de metanol y cuyas propiedades

fisicas (p.f., IR) eran iguales a las del p-hidroxibenzoato de

metilo.
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Az) Se repiti6 el ensayo anterior, pero durante m&s
tiempo, para determinar si se podia incrementar el rendimiento
de la reaccibn. Se tomaron 160 mg de &cido p-metoxibenzoico y
se disolvieron en 4 ml de cloruro de metileno. Se enfrib la so
lucién a -78°C en bano de hielo seco y acetona y se agrégaron
3 ml de tricloruro de boro. La mezcla de reacci6én se mantuvo a
-78°C durante 1 hora, con agitacibn ocasional, y luego se la

dej6 llegar a temperatura ambiente y se la mantuvo en esas con

diciones durante 5 dias.

Al cabo de ese tiempo, se eliminaron el solvgnte Y
el exceso de tricloruro de boro por evaporacifén a presién redu
cida; el &cido bb6rico formado se elimin6 por evaporaciones su-
cesivas con metanol (4 evaporaciones con ;le cada vez). —

El andlisis por CCD (sistema 11) del residuo de las
evaporaciones mostr6 que estaba formado por los mismos 4 compo
nentes que en el ensayo anterior, con aproximadamente la misma
distribucibn porcentual (indicando un 50% de hidr6lisis y un

50% de esterificacibn de los &cidos correspondientes), por lo

que esta mezcla no fue analizada m&s en detalle.

B) con &cido clorhfdrico (98):

Bl) Acido p-metoxibenzoico (136 mg) se mezcl6 con
5 ml de &cido clorhidrico (c) y se mantuvo a 90°C con agita-
ci6bn durante 20 horas. A continuacién, la mezcla de reaccibn
se llev6 a sequedad por evaporacibn a presibn reducida y el

residuo se analiz6 por CCD (sistema 11}, encontr&ndose que
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correspondia a la sustancia de partida y que no se habfa produ

cido la reaccibén esperada.

Bz) Se tomaron 150 mg de &cido p-metoxibenzoico y se
mezclaroh con 1 ml de &cido clorhfdrico (c). Esta mezcla se ca
lénté a 120°C en un tubo cerrado durante 17 horas, con agita-"
cibn ocasional. Al cabo de este tiempo se dej6 enfriar el sis-
tema hasta la temperatura ambiente. La mezcla de reaccién (un
aceite de color anaranjado oscuro) se transfirié a un balén,
lavando con 3 porciones de 3 ml de metanol. La solucifn resul-
tante se llev6 a séﬁuedad por evaporacién a presibn reducida,
obteniéndose un residuo s6lido oscuro (10 mg) que, analizado
por CCD (sistema 11) mostr$ que era una mezcla de varias sus=
tancias. Entre éstas, podfa estar el &cido p-hidroxibenzoico
péro no se encontr6 nada de la sustancia de partida. Ademés,
habia otra sustancia con fluorescencia de color anaranjado al
ser irradiada con luz UV de 366 nm. En vista de esto, y de la

cantidad de que se disponfa, esta mezcla no fue analizada.

B3) Acido p-metoxibenzoico (162 mg) se mezcl6 con
0,2 ml de &cido clorhidrico (c) y 0,8 ml de agua. Esta mezcla
se mantuvo a 120°C en un tubo cerrado, con agitacibén ocasional,
durante 19 horas. Al cabo de este tiempo, se enfrif el sistema
y la mezcla se transfiri6 a un bal6n con la ayuda de 4 porcio-
nes d? 5 ml de metanol. En este caso, la mezcla de reaccidén
era lfmpida e incolora. Al eliminar el solvente y el exceso de

4cido clorhfidrico por evaporacibén a presibén reducida, se obtu-



-122-

vo un residuo sﬁlidp blanco (160 mg), el que, analizado por
CCD (sistema 11), mostr6 que estaba formado casi exclusivamen-
te por la sustancia de partida y un pequeno porcentaje de otra
sustancia, que podrfa haber sido el &cido p-hidroxibenzoico,
producto de la hidr6lisis. En vista de estos resultados, esta

mezcla no fue analizada m&s en detalle.

B4) Acido p-metoxibenzoico (210 mg) se mezcl6 con
0,5 ml de &cido clorhfdrico (c) y 0,5 ml de agua. Esta mezcla
se mantuvo a 120°C durante 17 horas, en un tubo cerrado, con
agitacibn ocasional. Al cabo de este tiempo, la mezcla de reac
ci6bn tom6 un color anaranjado. Los productos>de la reaccibn
-fueron aislados como en los ensayos anteriores, transfiriendo
la mezcla a un balén, con ayuda de 4 porciones de 3 ml de me-
tanol. La solucibn se llevé a sequedad por evaporacibn a pre-
sién reducida y el residuo obtenido (196 mg), al ser analiza-
do por CCD (sistema 11), mostr6 que estaba formado por lo me-
nos por 3 sustancias: una parecia ser la sustancia de partida
(aproximadamente en un 50%), otra, el &cido p-hidroxibenzoico
(aproximadamente en un 25%) y finalmente una tercera, que te-
nia fluorescencia de color anaranjado al ser irradiada con luz
UV de 366 nm (también en una proporcifn aproximada del 25%).

Como el rendimiento en el producto buscado era muy

bajo, esta mezcla no fue analizada m&s en detalle.
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C) con acido bromhidrico (98):

Cl) Acido p-metoxibenzoico (80 mg) se mezcl6 con 1 ml
de dcido bromhidrico 48% y esta mezcla se mantuvo a 120°C con
agitacién durante 16 horas. Al cabo de este tiempo, la mezcla
se llev6 a pH 4 mediante el agregado de solucibn de hidréxidoﬂ
de sodio (40%) y finalmente solucifén de &cido clorhidrico d,l N.
Al enfriar la solucibén acuosa, precipité un s6lido ligeramente
amarillento (15 mg) cuyo espectro RMN—IH mostraba la ausencia
de grupos metoxilo y una absorcidn en la zona aromdtica mucho
mds compleja que la esperada, por lo que se confirm6 que no se
trataba del atido p-hidroxibenzoico, sino de un arom&tico
1:2,4-trisustituido. |
RMN-lH (acetona-d6): § 7,12 (4, J= 9 Hz, ~1H); 7,92 (44,

J= 9 y 2 Hz, &IH); 8,18 (d, J= 2 Hz, &1H) y otras absorciones

mis pequefias en la misma zona debidas a impurezas.

Posiblemente se tratara del &cido 3-bromo-4-hidroxi-

benzoico:

COOH

Br

OH

(Al evaporar la solucifn acuosa remanente, no fue po

sible aislar ninguna otra sustancia orgé&nica).
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C2) Acido p-metoxibenzoico (300 mg) se mezclS con
0,4 ml de &cido bromhidrico 48% en una atm6sfera de nitrégeno.
La mezcla se mantuvo a 120°C durante 4 horas con agitacibn. Al
cabo de este tiempo, la mezcla de reaccibn se diluy6 con 10 ml
de agua y se enfrié. De esta forma precipit6 un sélido blanco
(250 mg), qﬁe fue separado por filtraci6én. El1 an&lisis por CCD
(sistema 11) y por RMN—1H mostr6 que se trataba del &cido de
partida.
RMN-1H (acetona-d, + D,0): 6 3,84 (s, 3H, -OCH;); 6,85 (4,

J= 9 Hz, 2H, HB Y HB,); 7,92 (4, J= 9 Hz, 2H, HA y HA,).

COOH
HA HA'
HB HB ]
OCH3

D) con &4cido iodhfdrico (98):

D;) Acido p- metoxibenzoico (120 mg) se mezcl6 con
5 ml de &cido iodhidrico 67% y la mezcla se mantuvo a 125-130°C
durante 20 horas, con agitacifn continua. Al cabo de este tiem
po, la mezcla se volc6 sobre 50 ml de agua y se neutralizé
por agregado de solucibn de hidr6xido de potasio (10%) y luego
de &cido clorhfdrico (4%). Al enfriar, precipit6é un s6lido li-

geramente amarillento que se separ6 por filtracién (110 mg).
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Este producto, homogéneo en CCD (sistema 11), no era el &cido
de partida. El espectro de RMN-IH mostr6 las siguientes senales
(en CDC13): § 5,40 (ba, 1H, -OH); 6,78 (4, J= 9 Hz, 1H, HC);
7,52 (a4, J= 9 y 2 Hz, 1H, HB); 7,93 (4, J= 2 Hz, Hc); indican
do un anillo aromitico 1,2,4-trisustituido. Posiblemente se

tratara del 2,4-diiodofenol:

OH

IR: 3300, 1610, 1510 y 820 em L.

En vista del esquema de sustitucibn aromatica y de
la ausencia de grupo carbonilo (por IR}, este compuesto no fue
analizado mds en detalle.

Al evaporar totalmente la solucibén remanente luego
de separar la sustancia anterior, se obtuvo un residuo formado
por una sustancia orgdnica muy impurificada con sales. Este re
siduo se tomé con metanol (2 x 0,5 ml) y se filtr6. Al evapo-
rar el metanol se obtuvo un residuo (70 mg) que, analizado por
CCD (sistema 1l1), mostr6 estar formado por una sustancia dis-
tinta a la aislada anteriormente, que no era el &cido de par-
tida. El1 espectro RMN—lH mostr6 las siguientes absorciones (en

50% D20 + 50% metanol-d4): § 6,98 (4, J= 8 Hz, 1H, HC); 7,87

(dd, J= 8 y 2 Hz, 1H, HB); 8,35 (4, J= 2 Hz, 1H, EA)°
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En vista del esquema de sustitucibén aromdtica y de
los desplazamientos quimicos observados, posiblemente se trata

ra del &cido 4-hidroxi-3-iodobenzoico:

OH

Debido a esto, este producto no fue analizado mis en

detalle.

D2) Acido p-metoxibenzoico (205 mg) se mezclS con
4 ml de &cido iodhidrico (55%) y la mezcla se mantuvo a 90°C
con agitacibén continua durante 5 horas. Al volcar esta mezcla
sobre 50 ml de agua (a aproximadamente S5°C) se produjo un pre-
cipitado blanco que se separ6 por filtracibn y que resultd ser
el &cido de partida (165 mg), seglin se determiné por CCD (sis-

tema 11) y por RMN-lH.

D3) Acido p-metoxibenzoico (253 mg) se mezclé con
7 ml de &cido iodhidrico (55%) y la mezcla se mantuvo a 120°C
durante 16 horas, con agitacibn continua. La mezcla de reaccibén
se volc6 sobre 10 ml de agua a 5°C y se llev6 a pH bdsico con
solucibn de hidr6xido de sodio (20%), y finalmente a pH 4 con

agregados de &cido clorhfdrico (4%). Se dej6é cristalizar duran
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te 20 horas a 5°C y luego se filtr6 el precipitado formado, ob
teniéndose un s6lido cristalino, ligeramente amarillento

(320 mg), cuyo espectro RMN-lH (en acetona—de) mostxd las si-
guientes absorciones: 6 7,00-8,50 (ba, ~2H); 8,42 (s, ~2H);
m&s una sefial debida a una impureza a & 8,08 (s), cuya intensi

dad era un 15% de la de &§ 8,42. Esta mezcla podrfa tratarse

del &cido 4-hidroxi-3,5-diiodobenzoico:

OOH

-OH

impurificado con una pequefia proporci6n de 2,4,6-triiodofenol:

OH

Este espectro se asign6 mediante la comparacibn de
los espectros de RMN-IH de estas dos sustancias y de otras es-

tructuralmente relacionadas- (134).

En vista de que en esta reaccifén se habfa sustitufdo

el anillo aromdtico nuevamente, estos productos no fueron ana-
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lizados m8s en detalle.

4

2.2, Preparaci6n de hordenina—B-1 C (103):

Clorhidrato de tiramina-B-lQC en solucibn acuosa
(5 ml; 0,9 mg; 250 uCi) se diluyS6 con 165 mg de clorhidrato de
tiramina inactivo y a esta mezcla se agregaron 10 ml de etanofi
10 mg de paladio (10% sobre carb6n) y 0,3 ml de solucibn de
formaldehfdo (35%). Se hidrogen6 luego a presibn atmosférica y
a temperatura ambiente durante 16 horas. Al cabo de este tiem-
po se eliminé el catalizador por filtracibén y se lo lavé con
etanol (4 x 5 ml). Los liquidos dé lavado y la mezcla de ré;c-
ci6én se juntaron y se evapord el solvente. El residuo se tomb
con 5 ml de metéhoi Yy se elimin6 nuevamente el solvente por
evaporacién. Este proceso se repitié 3 veces mds hasta eliminar
totalmente el paraformaldehido producido, debido al exceso de '
formaldehido empleado en la reaccib6n. E1l residuo se tomé con
1 ml de hidr6xido de amonio (c) y 5 ml de etanol y se eliminb
el solvente por evaporacién. El residuo se sublimé a 110°C y
0,001 Torr obteniéndose 156 mg de un s6lido blanco, homogéneo
en CCD (sistema 13), que revelaba con iodo pero no con solu-
cibén de ninhidrina, confirm&ndose que se trataba de hordenina-
8-14C por comparacibn de su espectro IR con el de una muestra

conocida de hordenina. Actividad especifica: 0,19 mCi/mmol;

rendimiento m&sico: 100%.
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3. Sintesis de hordenina marcada en los grupos N-metilos:

3.1. Metilacibén del clorhidrato de tiramina con distintas can-

tidades de formaldehido:

B A) La reaccibén con un exceso de formaldehido del 80%
respecto de la cantidad estequiométrica ya fue descripta ante-
riormente (ver, por ejemplo, p&g. 128), donde se obtuvo un ren

dimiento del 100%.

B) Clorhidrato de tiramina (64 mg) y 0,1 ml de solu-
cién de formaldehfido (32,7%), valorada por medicibén de su den-
sidad e fndice de refraccién y por titulacién con sulfito de
sodio (104), se mezclaron en 10 . ml de metanol. En este caso la
cantidad de formaldehfdo empleada corresponde a un exceso del
56%. Esta mezcla se hidrogen6 a presi6n atmosférica y a tempe-
ratura ambiente con 10 mg de paladio (10% sobre carbéni como
catalizador, durante 16 horas.

Al aislar el producto de reaccifn como en ocasiones
anteriores (ver, por ejemplo, p&g. 128) se obtuvo un sélido
blanco, homogéneo en CCD (sistema 13) que fue purificado por
sublimaci6én a 110°C y 0,001 Torr (58 mg). Se confirmé que se

trataba de hordenina por IR y por CCD (sistema 13). Rendimien-

to: 95%.

C) Al repetir el ensayo anterior con 88 mg de clor-
hidrato de tiramina y 0,09 ml de solucibn de formaldehfdo

(32,7%), que corresponde a un exceso del 3%, en 6 ml de meta-
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nol, se obtuvieron 77 mg de hordenina purificada por sublima-
cibén. Su estructura se confirm6 por IR y por CCD (sistema 13).

En este caso, el rendimiento fue del 92%.

3.2. Sintesis de hordenina(metilo-l3czl:

Clorhidrato de tiramina (107 mg) se disolvi6 en 10 ml
de metanol y a la solucibén se agregaron 10 mg de paladio (10%

sobre carb6n) y 0,5 ml de solucibn de formaldehido-13c (14,6%;

90% 13C). La mezcla se hidrogen6 a presifn atmosférica y a tem
peratura ambiente durante 16 horas. Al cabo de este tiempo,

por CCD (sistema 13), se confirm6 que la reaccibn era total.

Se eliminé el catalizador por filtracibn, se lo lavé. con meta-
nol (2 x 3 ml) y se agregaron 2 ml de hidr6xido de amonio (c)
al filtrado. Se eliminé el solvente por evaporacién y el resi-

duo se sublim6 a 110°C y 0,001 Torr, obteniéndose un producto

blanco cristalino cuyo espectro de RMN—13C (en H20 + 10% D20,

pH 7) mostr6 las siguientes sefiales: & 43,73 (-N(13gﬁ3)2, ver
p&g. 115) y 72,60, asignada a un polimero de formaldehfdo su-
blimable en las mismas condiciones que la hordenina (104). Es-
ta impureza se hidroliz6 disolviendo la mezcla en 10 ml de me-
tanol y &cido clorhidrico (c) (95:5) y dej&ndola a temperatura
ambiente durante 12 horas. Esta solucibn se traté6 luego con
hidr6xido de amonio (c) hasta pH bdsico y se eliminaron los
solventes por evaporacifén a presif6n reducida. El residuo obte-
nido se sublimé nuevamente (110°C y 0,001 Torr) lo que produjo

100 mg de hordenina(metilo—13C2). Rendimiento: 98%.
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RMN-IH (DZO): § 2,70-3,50 (m, zona AA'BB' de un sistema

' ' [ - - - 13 . 3 =
AR'BB'XX', ~CH,~CH,-N(""CHj),); 2,90 (4, >3, ,= 4 Hz,
Y2ca,-n-cmy); 2,90 (a4, o, .= 143 Hz, MZemy-n-T3cmy); 2,90

3 C,H
1 3 13
CH,),); 6,85 (4,

(aqa, JC,H= 143 Hz vy ~J = 4 Hz, -N(

C,H
J= 8 Hz, 2H, Hy vy HB,); 7,18 (4, J= 8 Hz, 2H, Hy vy H ).

rMN-13¢ (H,0 + 108 D,0): & 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
CHZ—Cﬂz-N( CH3)2

3.3. Sintesis de hordenina(metilo-14C2L:

Clorhidrato de tiramina (108 mg) se disolvi6 en

15 ml de metanol y a esta solucién se agregé el contenido de

14C ( 2%;

una ampolla de solucifn acuosa de formaldehfdo-
38,4 pl; S00 uCi) y ademds 40 ul de solucibn acuosa de formal-
dehfdo inactivo (32,7%) y 20 mg de paladio (10% sobre carbén).
La mezcla se hidrogen6 a presifén atmosférica y a temperatura
ambiente duran;e 4 horas. En ese momento, se agregaron 90 nl

de solucibén de formaldehfdo inactivo (32,7%) y se continub hi-

drogenando durante 12 horas més. Al cabo de este tiempo se con



-132-

trol6, por CCD (sistema 13), que la reaccibn se hubiera comple
tado. Se filtr6 el catalizador y se lo lav6é con metanol

(3 x 2 ml) y los liquidos de lavado se juntaron con la mezcla
de reaccibn. Se elimin6 luego el solvente por evaporacién a
presibén reducida y el residﬁo se tomdé nuevamente con metanol,
el cual fue otra vez eliminado por evaporacifn. Este procedi-
miento se repitié 3 veces mds. Finalmente, el Gltimo residuo
se tom6 con 1 ml de hidr6xido de amonio (c) y se evapord el
solvente. El residuo resultante se sometibé a una purificacién
por sublimacién (110°C y 0,001 Torr) obteniéndose 103 mg de
hordenina(metilb—14C2) (rendimiento: 100%) cuya identidad fue
confirmada~p0{ comparacién de su espectro IR con el de una

muestra auténtica de hordenina. Actividad especifica:

9

1,50 x 107 dpm/mmol; 0,68 mCi/mmol.
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EXPERIENCIA CON HORDENINA-Q-14C (107)

A) Determinacibén del porcentaje de absorcién del alcaloide por

rafz en funcién del tiempo:

El ensayo de absorcibén de hordenina por plantas de
Hondeum vulgare se realiz6 sobre 20 plantas de 8 dfas de desarro
llo creciendo en sendos recipientes de vidrio ya descriptos an
teriormente (ver Capftulo II, p&g. 30 ), que contenfan aproxi-
madamente 1 cm de altura de vermiculita lavada y esterilizada,
que estaba embebida en 2 ml de solucibén salina. A cada una de
estas plantas se le entreg6 0,1 ml de una solucién acuosa de
hordenina-a-l4C que contenia 3,4 mg hordenina/ml, lo que equi-
valia a 0,34 mg hordenina/planta 6 20,6 uymol/planta. La acti-
vidad especifica de la hordenina entregada era de 0,78 mCi/mmol
(1,74 x 10? dpm/mmol) , o sea que se entregaron 3,59 x l07 dpm
totales a cada planta. Este Gltimo valor también se determinb
midiendo la actividad de un blanco (recipiente sin planta), re
alizado con vermiculita y 2 ml de solucibén salina, tomado al
final de la experiencia.

A cada hora después de la inoculaci6én, se tomaron 3
ejemplares y se determiné la actividad remanente en solucién.
Para ello, se retir6 la planta, cuyas raices se lavaron con
agua destilada, se filtr6 la solucibn salina y se lavé el reci
piente y la vermiculita con agua destilada. Las soluciones acuo
sas se juntaron y se llevaron a volumen en un matraz aforado

de 25 ml. De esta solucibén se tomé 1 ml con pipeta aforada, que



se transfiri6 a un recipiente especial para medicibn de radiac
tividad por centelleo liquido. A ese recipiente se le agreg6
también la solucién centelleadora de dioxano (14 ml). Este pro
cedimiento se repiti6é cada hora, durante 6 horas, y también se
hizo lo mismo con el blanco. Los resultados, expresados en la
Tabla 3 y en la Figura 14, se presentaﬁ en las p&ginas 37 y .

36 , respectivamente.

B) Inoculacibn del trazador y bGisqueda de los productos de de-

gradacifbn:

Bl) Inoculaci6n y cosecha del material vegetal:

- Para

la realizacién de este ensayo se tomaron 600 plantas de Hordeum
vulgare de 8 dias de desarrollo, que crecfan en 300 recipientes
de vidrio, y se inocularon por absorcién a través de la raiz
con 118 mg de clorhidrato de hordenina-a—14c. Para ello se pre
par6 una solucibn acuosa que contenfa 3,9 mg de clorhidrato de
hordenina-a-14c/m1 y se agregd a cada recipiente un volumen de
0,1 ml de soluci6én. La hordenina empleada tenfa una actividad
especifica de 1,39 x 109 dpm/mmol (0,63 mCi/mmol). En conse-
cuencia, se entregaron en total 8,14 x 108 dpm, con una dosis
de hordenina por planta de 0,16 mg de base libre. Las plantas
se mantuvieron durante 14 dfas mé&s en las condiciones de desa-
rrollo ya descriptas y finalmente fueron retiradas de los re-

cipientes. La solucibn salina remanente de cada recipiente se

guard6, junto con el agua proveniente del lavado de las raices

-134-
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para determinar la cantidad de hordenina remanente en solucibn,
o sea sin absorber.

Esta solucifn acuosa se llev6 a volumen (1 1) y se
tom6 una alfcuota (1 ml) que, junto con 14 ml de solucibn cen-
telleadora de dioxano, fue transferida a un recipiente especial
para determinar su radiactividad. Se encontr6 que tenia
2,50 x 10% dpm, o sea que en 1 1 habfa 2,50 x 10’ dpm, lo que
corresponde al 3,07% de la cantidad de hordenina-a-14c entre-
gada.

Las 600 pléntulas, lavadas con agua destilada,. se se
pararon, una por una, en parte aérea y rafz y se secaron ambas
porciongs por separado en estufa con circulaci6n de aire a s50°C
durante 36 horas. Idéntico proceso se llev6 a cabo con el mate
rial proveniente de 250 plantulas mas, gque crecieron como lote
de control durante el mismo tiempo, pero sin agregado de hor-
denina.-

Luego de secarlas en estufa, las fracciones se molie

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



-136-

B2) Extracci6n del material vegetal inactivo:

Con el

material vegetal del lote de control se hicieron ensayos de ex
traccifn y de comportamiento de los extractos en CCD para apli
car las observaciones obtenidas al estudio de las fracciones
radiactivas.

Primero se extrajo (por separado, parte aérea y ra-
fces) con 100 ml de &ter de petrbleo (fraccibn 60-80°C) duran-
te 46 horas en Soxhlet. Los extractos secos de rafces (168 mg)
y de partes aéreas (145 mg) fueron analizados cualitativamente
por CCD, encontré&ndose que los sistemas 8, 9 y 10 eran adecua-

dos para separar los extractos en sus componentes por una cro-

matografia en columna.

Los residuos vegetales de la extraccibén anterior se
extrajeron a continuacibn (en Soxhlet) con 100 ml de metanol
durante 48 horas, obteniéndose los correspondientes extractos
metan6licos, que una vez secos pesaron 390 mg el proveniente
de rafz, y 476 mg el de partes aéreas. El andlisis por CCD mos
tr6 que los siétemas de desarrollo 11 y 12 eran adecuados para
una separacién de los componentes de los extractos por cromato

graffa en columna.

B3) Extracci6n del material vegetal activo:
De mane-
ra andloga a la realizada con el lote de control, se realiza-
ron las extracciones sobre el material vegetal radiactivo (por

separado, parte afrea y rafces). Se comenz6 extrayendo con
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éter de petr6leo (fraccibn 60-80°C) durante 60 horas (reempla-
zando el solvente cada 24 horas y midiendo la radiactividad de
cada fraccibn) y luego se siguib extrayendo con metanol duran-
te 66 horas (también reemplazando el svlvente cada 24 horas y
midiendo la radiactividad de cada fraccibn). Cadajextraccién
se dio por terminada cuando la radiactividad extrafda por sol-
vente fresco era despreciable comparada con la radiactividad
de la fraccién anterior.

Al evaporar los solventes a presibn reducida, se ob-
tuvieron los siguientes residuos:

Parte aérea: éter de petiéleo: 416 mg

metanol: _ 980 mg
Raices: éter de petrbleo: 335 mg
metanol: 554 mg

La radiactividad total de cada uno de estos extrac-

tos era la siguiente:

Parte aérea: éter de petrbSleo: 2,30 x 10~ dpm
5,52 x 102 dpm/mg
metanol: 9,43 x 106 dpm

9,62 x 10~ dpm/mg

Rafces: éter de petr6leo: 4,69 x 105 dpm
) 1,40 x 10° dpm/mg
metanol: 8,03 x 106 dpm
4

1,45 x 10" dpm/mg
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El material vegetal residual de las extracciones an-:
teriores se extrajo a continuacién con 200 ml de agua a tempe-
ratura ambiente, durante 48 horas, con agitacién continua (por
separado, raices y parte aérea). Los extractos se separaron
por filtracién y al evaporar el solvente a presibn 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

Rafces: 1,32 x 107 dpm
9,41 x 103 dpm/mg

" El residuo insoluble de las rafces se trat6 luego con
180 ml de agua a 80°C durante 48 horas, con agitacidén continua.
El extracto se separ6 por filtracién y se elimin6 el solvente
por evaporacibén a presifén reducida, obteniéndose un residuo de

780 mg, cuya radiactividad era de 1,06 x 107 dpm 6
1,36 x 104 dpm/mg

B4) Determinacif6n de la radiactividad de los residuos

insolubles:

- Parte aérea:

Se tomaron 5 mg del residuo insoluble

seco proveniente de la extraccif6n acuosa y se trataron con
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0,4 ml de Protosol durante 3 horas, con agitacién ocasional, a
50°C, en un recipiente de vidrio especial para determinaciones
de radiactividad por centelleo liquido. A continuacifn se agre
garon 15 ml de solucibn centelleadora de tolueno_y se midi6 la
radiactividad, encontr&ndose que tenia 118 dpm/mg, lo que co-

rresponde a una actividad total de 9,95 x 105 dpm.

- Rafces:

Se realiz6 de la misma manera que la deter
minacibn anterior, pero con 9 mg de residuo y 0,6 ml de Prqtosol
(a la misma temperatura y durante el mismo tiempo). Se encon-
tr6 que tenia 4,14 x 103 dpm/mg, que corresponde a una activi-

dad total de 2,81 x 10’ dpm.

C) Inoculacién del trazador y captacién del dibxido de carbono

expelido:

Cll Prueba de captacién de dib6xido de carbono:

Para.
esta experiencia, se tomaron 50 pléntulas de 5 dfias de desarro
llo y se transfirieron a un recipiente cerrado de vidrio, ya
descripto (ver Capftulo II, pdg. 43 ) que contenfa vermiculita
lavada y esterilizada. Las plantas se mantuvieron en el siste-
ma durante 10 dfas, con los agregados necesarios de solucibn
salina nutriente. Se establecif una circulacifén forzada de ai-
re, recogiéndose el di6éxido de carbono (del aire y el expulsa-

do por las plantas) como carbonato de bario, con 4 trampas en
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serie de solucibn saturada de hidr6xido de bario. Cada 24 ho-
ras se filtr6 el carbonato de bario precipitado, obteniéndose
un promedio de 60 mg/h (valor muy variable, ya que dependia de
la estabilidad del flujo de aire a través del sistema). Las
plantulas resistieron tanto la transferencia como la permanen-

cia dentro del sistema sin problemas.

C2) Inoculacién del trazador radiactivo:

Repitiendo
el mismo ensayo anterior, se tomaron 50 pl&ntulas de 5 dfas de
desarrollo y se transfirieron al mismo sistema anterior, donde
se las mantuvo con agregados peri6dicos de solucién salina nu-
triente. Cuando las plantas tenfan._8-dfas de desarrollo fueron
inoculadas con una solucién de 21,1 mg de hordenina—a-l4c
(1,74 x 109 dpm/mmol; 2,23 x 108 dpm totales] en 50 ml de solu
cién salina (dosis: 0,42 mg/planta). A distintos intervalos de
tiempo se recogibé por filtracibn el carbonato de bario precipi
tado. El1l ensayo dur6 6 dias.

Luego de ese tiempo, se recogif la solucibn salina
remanente y se lavaron las plantas y la vermiculita con agua
destilada. Estas soluciones se juntaron (2,5 1) y se tom6 1 ml
para determinar la actividad remanente en solucién, 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 extraccién con 100 ml de metanol en Soxhlet, durante 30 ho
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ras. Este extracto se llev6 a volumen (100 ml) y de €1 se tomb
una alicuota (0,1 ml), que fue evaporada en el recipiente espe
cial de vidrio para medir su radiactividad, en una corriente

de nitr6geno. Por el método usual de medicién se determiné que
tegia 2,18 x ;04 dpm, lo que corresponde a 2,18 x 107 dpm tota

les (9,8% de lo entregado). Este extracto no fue analizado.

C3) Determinaci6tn de la radiactividad del carbonato

de bario:

Se realiz6 por 2 mé&todos, y su exacti-
tud se comprdbé con muestras de carbonato de bario de activi-

dad conocida.

- Método 1 (124):

Se colocaron 5-10 mg de cgrbonato
de bario en un pequefio crisol de vidrio, en el fondo de un tu-
"bo de vidrio con un brazo lateral, en el gque se coloc6 1 ml de
8cido sulffrico (c). Este sistema se conect6 a un balén, en el
cual habfa 0,5 ml de tolueno y 0,1 ml de hidr6xido de Hyamine
(ver Figura 23). Se hizo vacio en el sistema, abriendo las lla
ves A, B y C hasta que el tolueno entr6 en ebullicién (0,1 Torxrr
o menos) y luego se cerr6 la llave C. A continuacifn se conge-
16 la mezcla contenida en el bal6n por inmersi6n del mismo en
nitr6geno liquido. Cuando la mezcla estuvo totalmente congela-
da, se abri6 la llave C y se continu6 evacuando el sistema por

10 minutos m8s y luego se cerraron las 3 llaves.
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Posteriormente, permitiendo que el &cido sulffrico
(c) entrara en contacto con el carbonato de bario, se liber6
el di6xido de carbono. Abriendo las llaves A y C se condensé
el di6xido de carbono en el balén con hidr6xido de Hyamine y
tolueno, que estaba externamente refrigerado con nitrb6geno 1lfi-
quido, manteniéndolo a esa temperatura durante 1 hora, para
que la transferencia fuera total. Finalmente, el balén aislado
del resto del equipo (llave C cerrada) se dej6 llegar a tempe-
ratura ambiente, y luego de 30 minutos se transfiri6 la solu-
cibn resultante a un recipiente de vidrio especial para medir
radiactividad por centelleo lfiquido, lavando con 2 porciones

de 5 ml de solucibn centelleadora de tolueno.

- Método 2 (117):_

Carbonato de bario (5-10 mg) se

suspendif en 1'ml de-agua y 14 ml de solucién centelleadora de
dioxano, en un recipiente especial de vidrio para medicifn de
radiactividad. Para facilitar la dispersifn del s6lido, se su-
mergi6 el recipiente en un bano ultrasénico durante 15 minutos
Y para evitar la decantacién del carbonato de bario se agrega-
ron 200 mg de gelificante (Cab-0-Sil), y se midi6 la radiacti-
vidad por centelleo liquido. Por este segundo método se obtie-
nen valores que corresponden al 80% de los determinados por el
método 1.

Los resultados globales de la experiencia se presen-

tan en la Tabla 5 y en la Figura 15, en paginas 46 y 45 , res

pectivamente.
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4

EXPERIENCIA CON HORDENINA-B—1 C (103)

A) Inoculacibn del trazador y bisqueda de los productos de de-

gradacibn:

Al) Inoculacién del trazador:

Plantulas de cebada de
8 dias de desarrollo (400) fueron inoculadas con 157 mg de hor
denina—B-14C. Para ello se disolvieron en 20 ml de solucibn sa
lina nutriente los 157 mg, y se agregf 0,1 ml de esa solucibn
a cada uno de los 200 recipientes de vidrio en que crecfan las
400 plantas._Posteriormente,_;e lav6é el matraz que contenia la
solucibén salina radiactiva con otros 100 ml de solucién nut}ieg
te, distribuyendo 0,5 ml m&s en cada recipiente. Dosis:
0,39 mg hordenina/planta; actividad especifica: 0,19 mCi/mmol
6 4,30 x 108_dpm/mmol; actividad total entregada: 0,18 mCi 6

4,08 x 108 dpm.

Az) Andlisis de la hordenina sin absorber:

Luego de
24 horas, se retiraron las plantas de los recipientes, reco-
giendo la solucibn salina remanente y lavando las plantas y
los recipientes con agua destilada. Del volumen total recogido
(1,2 1), se tom6 1 ml para medir la radiactividad no absorbi-
da, y para ello esta alicuota se mezcl6 con 14 ml de solucién
centelleadora de dioxano y se realiz6 la determinacibn, encon-

tré&ndose que esta solucién tenia una actividad de
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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 solucifn se llev6 a pH 1 mediante el agregado
de &cido clorhidrico 1 N y se liofiliz6. El residuo se tomb
con solucibn de hidr6xido de amonio (¢} (25 ml) y s; evaporb a -
sequedad a presibén reducida y el residuo obténido se sublimé a
100-105°C y 5 x 1074 Torr, obteniéndose 35 mg de un s6lido blan
co, identificado como hordenina-s-l4c por CCD (siétema 13) y
por espectrometrfa de masa. Actividad especifica: 0,19 mCi/mmol

6 4,30 x 108 dpm/mmol. El residuo remanente luego de la subli-

"macién no mostr6 actividad.

A3) Extraccién del material vegetal:

El material ve-

getal, sin secar, fue separado en raices y parte aérea, y am-
bas fraccioﬁes (disgregadas en mortero con ayuda de arena la-
vada) fueron extraidas en Soxhlet con metanol, durante 48 ho-
ras. A las 24 horas de extraccién se renov6 el solvente, y se
controlé la finalizacifén de la extraccibn por medicién de 1la
radiactividad extraida.

Al evaporar el solvente de cada uno de los extrac-
tos, se obtuvieron los siguientes residuos:

Ralces: 2,28 g

Actividad total: 1,77 x 10° 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) Determinacién de la radiactividad de los residuos

insolubles:

A continuacibn se midié la radiacti-
vidad de los residuos insolubles, previo tratamiento de ese ma
terial con Protosol, como ya se ha descripto (ver p&g. 138).

Se encontr6 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 continu6 su anflisis.

i ) En ;ambio, el material vegét;l de las rafces (2,60 qg),
tratado de la misma manera con Protosol, mostr6 que tenfa una

4

actividad especifica de 3,79 x 10" dpm/mg (actividad total:

9,90 x 107 dpm), por lo que fue sometido a una extraccién en

Soxhlet con agua dur#ﬁte-42 ho;aé. A las 18 horas de extraccibn
se renov6 el solvente, y se control6 la finalizaci6n de la ex-
.traccién por medicién de la radiactividad de los extractos.

El extracto acuoso fue llevado a sequedad por liofi-
lizacibn (previa acidificacibén del mismo con gotas de &cido
clorhidrico (c)), y se obtuvo un residuo de 0,68 g, cuya acti-
vidad especifica era de 3,12 x _104 dpm/mg (actividad total:
2,12 x 10’ dpm).

El material vegetal insoluble en agua (1,81 g) toda-

via mostraba algo de actividad, como se determiné tratando una

pequeiia porcibén del mismo (5 mg) con Protosol y midiendo su ra
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diactividad, segln un procedimiento ya descripto (ver pdg. 138).
Este residuo tenfa una actividad especifica de 4,27 x 104 dpm/mg

(actividad total: 7,73 x 10’ dpm).

B) Aislamiento de la lignina de rafz (110):

Una parte del residuo insoluble de la extraccién an-
terior (0,4 g) se trat6 con 10 ml de hidr6xido de sodio 0,5 N
a 80°C, con agitacib6n continua durante 12 horas. Al cabo de es
te tiempo, {? mezcla se filtr6 y el residuo insoluble se lavé

con agua. Este tratamiento se repiti6 2 veces m&s sobre el re-
siduo insoluble.

La solucién basica proveniénte de estos tratamientos
se concentr6 hasta unos 15 ml y luego se acidific6 con &cido
sulfdrico 5 N. El precipitado de color pardo producido fue se-
parado por éentrifugacién y posteriormente lavado 3 veces con
agua. Este precipit;do se disolvié en la mfnima cantidad de hi
dr6xido de sodio 1,25 N (aproximadamente 4 ml) y se agregaron
16 ml de etanol y &cido sulfdrico 5 N hasta neutralidad o lige
ra acidez. La suspensién producida se separ6 por centrifuga-
cibfn y a la solucifn lfimpida, de color pardo, resultante, se
le eliminé la mayor parte del etanol por evaporacifén. En este
punto precipité6 la lignina, la que fue separada por centrifu-
gacién y posteriormente purificada por redisolucién en hidr6-
xido de sodio 1,25_.N y precipitada por adicién de &cido sulfG-

rico 5 N hasta ligera acidez. Esta suspensifn se calent6 a ebu

1llici6n con lo que la lignina coagulf y fue mds f&cil de sepa-
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rar por centrifugacién.
Se obtuvieron 133 mg de lignina, cuya radiactividad
(medida disolvié&ndola con Protosol, segfin una técnica ya des-

cripta, ver p&g. 138) resultb ser de 1,28 x 105 dpm/mg.

C) An8lisis del extracto metan8lico de rafiz:

Al extracto metanblico seco (2,28 g; ver pdg. 145)
se le eliminaron los lipidos y sustancias no polares trat&ndo-
lo con 2 porciones de 50 ml de &ter de petrbleo (fraccibn 60-
80°C), durante 24 horas a temperatura ambiente..ios extractos
de &ter de petr6leo no mostraron actividad.

- Elhextracto ya tratado con éter de pétréleo se sem-
br6 en una columna de sIlicagél (relacién muestra/adsorbeﬁte:
1:100; 220 g de sflicagel) y se fue eluyendo con cloruro de me
tileno y cantidades crecientes de metanol. Se récogieron frac-
ciones de aproximadamente 100 ml cada 4 horas, con ayudé de un
colector autom&tico.

Cada fracci6n de la columna fue controlada por CCD,
desarrollando con el solvente de elucifn que se estaba emplean
do en ese momento. También se determiné la radiactividad de ca
da una de las fracciones, analizando solamente aquéllas que
mostraban un nivel de radiactividad significativo.

En las fracciones 160-180, elufdas con una mezcla de

cloruro de metileno y metanol 9:1, se encontraron 33,1 mg de

hordenina-s-14c, que fue purificada por sublimaci6n (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 EM y también por CGL-
EM de su derivado trimetilsililado. Este Gltimo se prepar6 to-
mando 3 mg del residuo de las fracciones 160-180 y trat&ndolos
con 100 ul de una mezcla de hexametildisilasano (HMDS) y trime
til¢lorosilano (TMC) en relacifn 99:1, durante 15 minutos a
100°cC.
EM (m/z, %): 237 (M+., 2), 222 (e6), 179 (6}, 73 (22), 58 (100);

que corresponde a:

HZ—CHZ-N(CH3)2

O—Si(CH3)3

Entre las fracciohes-lBG y—2i0 se obtuvieron 37,5 mg
de tiramina (que se oxida r&pidamente al entrar en contacto
con el aire), la que fue identificada por EM y por CCD (siste-
ma 13), revelando con solucién de ninhidrina (129). La tirami-
na fue elufda también con la mezcla de cloruro de metileno y
metanol en relacién 9:1. La actividad especifica de este pro-

ducto era de 1,97 x 108 dpm/mmol.

No se obtuvieron fracciones de radiactividad signifi
cativa al aumentar la polaridad del solvente de elucibn, salvo
cuando se emplef la mezcla de metanol y &cido clorhidrido (c)

en relacién 97:3. Entre las fracciones 610 y 615, elufidas con
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esta mezcla, se obtuvieron 18 mg de &cido p-hidroxibenzoico,
identificado por CCD (sistema 12) y por EM.
EM (m/z, %): 138 (M7 , 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, entre
hordenina y tiramina, no pudo detectarse la presencia de N-me-

tiltiramina (por CCD de las fracciones concentradas).

D) An8lisis del extracto acuoso de raiz:

El residuo s6lido obtenido por liofilizacibén del ex-
tracto acuoso (0,68 g), se }nvestigé por CCD (sistema 13}, en
busca de sustancias orgénicas radiactivas. Se encontr6 que el
residuo mostraba 2 sustancias de comportamiento cromatogré&fico
similar a hordenin; y tiramina (no se encontr6 N-metiltirami-
na). Para detérﬁinar la localizacién de la radiactividad a lo
largo de la capa delgada, se dividi6 ésta en porciones de apro
ximadamente 1,5 cm de longitud, desde el ofigen 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 transfiri6 cuantitativamente a un recipiente espe-
cial para medir radiactividad por centelleo ligquido. Al reali-
zar las determinaciones se encontr6 que el 50% de la radiacti-
vidad estaba en la zona de hordenina y el otro 50% en la zona
de tiramina. No se encontr6 radiactividad en ninguna otra zona.

El residuo se tom6 entonces con 2 ml de hidr6xido de
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amonio (c) y se elimin6 el solvente a presifn reducida. Este

residuo se sublimb a 5 x 10_4 Torr y 105-110°C, obteniéndose

7,0 mg de hordenina, cuya identidad fue confirmada por EM y
por CCD (sistema 13). Su actividad especifica era de
2,50 x 108 dpm/mmol.

Al aumentar la temperatura hasta 140-150°C sublimd
otro producto, s6lido, blanco y cristalino, que se oxidaba ré&a-
pidamente al aire, y que fue identificado como tiramina, tam-

bién por CCD (sistema 13) y por EM. Su actividad especifica

era de 2,02 x 108 dpm/mmol.

E) An§lisis de la lignina de rafz:

El) Hidr6lisis alcalina (111):

Se tomaron 150 mg de

- lignina y se trataron a ebullicién, con 15 ml de hidr6xido de
potasio metan6lico 2 N durante 24 horas. Al cabo de este tiem-
po se agregaron 15 ml de agua, se acidific6 con a€ido acético
y se extrajo con 3 porciones de 25 ml de éter etilico. El ex-
tracto etéreo se lav6 con agua, se sec6 sobre sulfato de so-
dio anhidro, se filtr6 y se llev6 a sequedad. El residuo ob-
tenido (3,2 mg) se identific6 como &cido p-hidroxibenzoico por
CCD (sistema 12) y por EM. Como la cantidad aislada de &cido
fue muy pequefia, 800 mg del material vegetal insoluble en agua
(p&g. 146) se hidrolizaron como se indica m&s arriba, logrén-
dose aislar 6,0 mg del &cido esperado, cuya actividad especi-

fica era de 1,58 x 108 dpm/mmol (recristalizado una vez de
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agua).

Ez) Oxidacibn alcalina con nitrobenceno (112):

Se to
maron 10 mg'de lignina y se trataron con 1 ml de hidféxido de
sodio 2 N y 0,06 ml de nitrobenceno, en un recipiente especiél
de acero inoxidable, hermético, de 2 ml de capacidad. La mez-
cla se calent6 a 160°C durante 2,5 horas. Luego de dejar en-
friar, se tomaron 2 alicuotas de la mezcla de reaccib6n (0,2 ml
cada una) y se sembraron en sendos papeles cromatog:éficos.
"Las zonas de siembra se acidificaron ligeramente, pasando el
papel r&pidamente por vapores de &cido acético en ebullicibn.
~ Los papeles sé_desarfgllaro; con el solvente mezcla §a deécrig
to (ver p&g. 88 ) durante 13 horas. Uno de los papeles fue re-
velado con solucién de 2,4-dinitrofenilhidrazina en etanol, de
tecténdose la presencia de vainillina y p-hidroxibenzaldehido.
Este papel se us6 posteriormente p;ra ﬁedir ia-distribucién de
la radiactividad a 1o largo del mismo. Se encontr6 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. El1 80,6% restante estaba en la zona de siembra.

El segundo papel se cort6 en las zonas correspondien
tes a vainillina y p-hidroxibenzaldehido; para ubicar estas zo
nas, se habia sembrado un punto con la misma mezcla de reac-
ci6bn sobre un costado del papel, el cual fue recortado y reve-

lado con solucién 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 ml de
hidr6xido de potasio en etanol (0,2%) y se llevaron a volumen

(50 ml).

Para determinar la cantidad de cada aldehido presen-
te, se midi6 la absorbancia de estas soluciones, a 352 nm pa}a
vainillina y a 335 nm para p-hidroxibenzaldehido. La cantidad
de cada aldehido presente se valor6 por comparacién de la ab-
sorbancia de estas soluciones con la absorbancia de soluciones
de concentracibén conocida de estos aldehfidos, preparadas de la
misma manera. Los valores ;éterminados fueron cérregidos te-
niendo en cuenta la absorbancia de un blanco obtenido de igual
forma, utilizando papel cromatogréfico limpio. )

De esta manera se estimé éue, de los 10 mg de ligni-
na tratados, se habia producido 1,0 mg de cada aldehifdo (o sea,
un 20% de aldehfdos, en relacién 1:1).

Cuando se repitié 1la determinaci6én con 40 mg de mate
rial vegetal insoluble en agua (sin aislar la lignina, ver p&g.

146) se obtuvieron los mismos resultados, teniendo en cuenta

las distintas cantidades de lignina presente en cada caso.
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EXPERIENCIA CON HORDENINA(METIL0-14CZL

A) Inoculaci6bn del trazador:

Esta inoculacibn se realiz6 en las mismas condicio-
nes que la de la hordenina—a-14c (ver pag. 139). Se empleéroﬁ
50 pléntulas de Hordeum vulgare que crecfian en un recipiente de
vidrio cerrado, con circulacién forzada de aire, ya descripto
(ver Capftulo II, p&g. 43 ). Cuando las plé&ntulas cumplieron
8 dias de desarrollo fueron inoculadas con 18,2 mg de hordeni
na(metilo-l4C2), disueltos en 25 ml de solucifn salina nutrien
te (actividad especifica: 1,50 x 109 dpm/mmol 6 0,68 mCi/mmol;

actividad total'entreéada: 1,65 x 108 dpm; dosis: 0,36 mg/planta).

B) Captacibn del di6xido de carbono expelido:

El diéxido de carbono expelido por las plantas (més
el contenido en el aire) se fue recogiendo como carbonato de
bario, a distintos tiempos, con una serie de trampas de solu-
cib6n saturada de hidr6xido de bario. El carbonato de bario
producido se separ6 por filtracibn. Este ensayo dur6 6 dias.

La actividad de cada fraccib6n de carbonato de bario
obtenida se determiné por el método 2 (117), descripto en la
pagina 143, controlando la exactitud del m&todo con muestras
de carbonato de bario de radiactividad conocida. En estas
fracciones se encontr6 el 94,6% de la actividad entregada.

La solucifén salina remanente luego de los 6 dias,
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mis el agua empleada en el lavado de las plantas, se llev6 a
volumen (1 1), y se tom6 una alicuota (1 ml) para determinar
la radiactividad que habia quedado sin absorber, por cente-

lleo 1liquido, y que resulté ser de 5,69 x 106 dpm, lo que co-

rresponde al 3,4% de la actividad total entregada.

C) Extraccibn del material vegetal:

Por Gltimo, se dividieron las 50 pl&ntulas 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.~A1
cabo-6¢ este tiempo, ;e deté}min6 ia actividad de los extrac-
tos. Se encontr6 que el extracto metanblico 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 metan6lico de la parte aé
rea éra.despréEiable.

Los resultados generales de la experiencia se pre-

sentan en la Tabla 9-y en la Figura 21, de las p&ginas 83 y

82 , respectivamente.
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PREPARACION DE HOMOGENATOS DE TEJIDO DE RAIZ DE Hordeum vulgare.

ESTUDIO DE SU CAPACIDAD PARA DEGRADAR HORDENINA

A) Preparacibén del homogenato:

Se tomaron las raices de 200 plantas de Hcadeum
vuwlgare de 15 dias de desarrollo y se sumergieron en 200 ml
de solucibn reguladora de fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,2), en
un bafno de hielo. Esta suspensibn 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 continuacibn, se rompieron las células por_pltra—_
sonido, en pulsos de 100 W de 1 segundo de duracifn, separa-
dos por 30 segundos, durante 15 minutos a 4-5°C.

La suspensibn .se centrifug6 a 5000 x g durante 15
minutos, se separ6 el sobrenadapte y se volvié a centrifugar,
ahora a 15000 x g, durante 2 horas, en ambos casos a 4°C. Es-
te sobrenadante se separS en 2 partes, una de 35 ml y otra de
200 ml. Esta fltima fraccién se concentr6 por ultrafiltracién

por una membrana Amicon de PM 10000 (biaflo YM-10), hasta

20 ml, 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 6 0,53 mCi/mmol), y se iﬁcubarqn a 30°cC,
con agitaci6n continua, durante 14 horas.

Simultdneamente, se incubaron 2 porciones del homo-
genato sin concentrar (17 ml), a los cuales se agreg6 la mis-
ma cantidad de hordenina—a—l4c.

También se incub6é una parte del residuo separado
por centrifugacién, el cual fue resuspendido en 17 ml de la
solucibn reguladora de pH 7,2, con la misma cantidad (0,99 mg)-
de hordenina—a—14c (previamente, se habfa lavado este residuo
con 2 porciones de 20 ml de la solucibén reguladora, suspen-
diéndolo y separéndolo por centrifugacién).

Finalmente, también se incubaron 2 fracciones del
homogenato reéeneréﬁé-(zo ﬁl cada una) con la misma cantidad
de hordenina-a-14c. Este homogenato se prepar6 mezclando 4 ml
del homogenato concentrado con 36 ml de la solucibén filtrada
obtenidg en el proceso de ultrafiltracién.

Paralelamente, se hizo un ensayo en blanco, con
17 ml de solucibn reguladora y 0,99 mg de hordenina—a-14c.

Luego de 14 horas de incubacién, se detuvieron las
reacciones mediante el agregado de 0,5 ml de &Eido clorhidri-
co (c) a cada ensayo. Para determinar el grado de degradacibn
de 1la hordenina—a—l4c entregada, se determin6 la radiactivi-
dad remanente en cada solucibn, tomando una alicuota de cada
una y midiendo su radiactividad por centelleo liquido.

Los homogenatos concentrados 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),



para observar su comportamiento cromatogr&fico y comparar los
resultados. Se encontr6 gque el homogenato sin concentrar mos-
traba una serie de productos radiactivos, entre los que se en
contraba la hordenina sin metabolizar. Esto se determin6 mi-
diendo la radiactividad a lo largo de toda la capa delgada}
como ya se explic6 anteriormente (ver p&g. 150).

En cambio, el homogenato concentrado mostraba un
producto mayoritario, que retenfa el 70% de la radiactividad

remanente en el homogenato, y que no se trataba de hordenina

ni de tiramina.

Se tom6 entonces el resto de la soluci6bn metanélica

de ese homogenato y se la concentr6 en un crisol de oro de a-

progimadamente 2 mm<5e diéﬁétro y_5 mm de altura, especial-pg
‘ra usar en el sistema de introduccibn directa de muestras en
el espectrbmetro de masa. Al observar el espectro de masa de
este residuo, se detect6 en el osciloscopio la presencia del

ion de m/z= 151 (correspondiente al ion molecular de N-metil-
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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 p&gina 73 .
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EXPERIENCIA CON HORDENINA(METILO—13C21

Ensayo de observacib6n directa por RMN—13C:

El homogenato concentrado que se-iba a emplear en
la inoculacibén con hordenina(metilo—;3cz) se prepard dé la )
misma manera que el anterior, partiendo de 200 rafces de Hondeum
vulgare de 15 dias de desarrollo. La ftinica diferencia introdu-
cida fue el grado de concentracibfn, ya que en este Gltimo ca-
so el volumen final de la ultrafiltracién fue de 10 ml.

Se tomaron 4 ml de este homogenato y se colocaron
en un tubo de RMN de 12 mm de di&metro. Este homogenato fue
inoculado con 200 pl de una solucibn de Pordenina(metilo-l3cz)

(19,3 mg) en agua deuterada (1 ml), que correspondem a 3,9 mg

de hordenina. La sintesis de este trazador ha sido discutida
anteriormente (ver Capftulo II, p&g. 26 y Capftulo III, p&g.

130).

El proceso de degradacién se siguif por RMN-13C, acu
mulando espectros en intervalos de 2,3 horas durante 48 horas,
a aproximadamente 28°C. Cada espectro fue el resultado dé
10000 pulsos de 90°, con una amplitud espectral de 5120 Hz y
una velocidad de repetici6n de 0,8 segundos. Como se indicé
previamente (Capifitulo II, p&g. 75 ), el estudio permiti6 de-
tectar la degradaci6én de hordenina a N-metiltiramina. Luego
de las 48 horas, y en vista de que alin se observaba la senal
correspondiente al grupo metilo de N—metiltiramina(metilo—13c),

se intent6 su aislamiento, que fue infructuoso.
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RESUMEN

En las semillas de Hondeum vulgare (cebada) no existen
alcaloides, pero é&stos aparecen durante los primeros dias de
germinacifén, para finalmente desaparecer aproximadamente a los
treinta dias de desarrollo de la planta. *

El presente trabajo tuvo por objeto el estudio del
catabolismo de uno de estos alcaloides, la hordenina, en plan-
tas de Hoadeum vulfgare.

En el mismo se describen:

a. Los antecedentes que dieron origen al presente estudio; en
tre ellos los alcaloides presentes en la cebada, su concen
-Eracién y los estudios sobre biosfntesis de g-feniletila-
minas.

Las sintesis de los distintos trazadores, radiactivos o no,

I

empleados en la elucidacib6n del camino metab6lico. Ellos

fueron:
1) hordenina—a—l4c
2) hordenina—e-l4c
3) hordenina(metilo-1402)
4) hordenina(metilo-13C2)
c. La bfisqueda de un buen sistema para el desarrollo de las
plantas y de un buen método de inoculaci6n del alcaloide.
d. Las inoculaciones de los tres primeros trazadores (radiac-
tivos) en plantas enteras de Hoadeum vulgare, del mismo gra-

do de desarrollo, y en condiciones controladas y reprodu-

cibles. Con la inoculacién de hordenina-a-14c se demostr6
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que el C-a de hordenina se elimin6 como diéxido de carbono.
Al entregar hordenina—8—14c, se marc6 el camino de la otra
porcién de la molécula de hordenina, encontré&ndose que la

formada al desmetilarse y posteriormente per-

unidad C_.-C

6 "1
der el C-a, ejemplificada por el aislamiento de &cido p-hi
droxibenzoico libre, se incorpora en la lignina de rafz.”
Finalmente, la inoculaci6n de hordenina(metilo—14cz) mos-
tr6 que los metilos son eliminados también como diéxido de
carbono.

e. La preparaci6n de homogenatos de tejido de raiz y el estu-

dio de su capacidad.bara degradar hordenina.

f. La inoculacibn de h.ordenina(meti‘lo—13

C2) en homogenatos de
tejido de rafz y la observacibén directa de los primeros pa
sos del broceso degradativo por RMN-13C. Esta experiencia
pefmitié confirmar que la desmetilacién de hordenina ocu-

" rrfa en dos etapas, siendo el intermediario la N-metilti-

ramina.

Con los resultados de las distintas experiencias, se
propuso y discuti6 un posible camino degradativo para el alca-

loide hordenina en plantas de cebada.
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