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CAPITULO 1

Introducecion



Desde tiempos muy antiguos el hombre ha utilizado a
los alcaloides como medicina, venenos o pociones mégicas;
sin embargo, s6lo recientemente se ha alcanzado un conoci-
miento preciso acerca de las estructuras de muchos de estos
interesantes compuestosl.

El término alcaloide (parecido al &lcali) fue propuesto
por primera vez por el farmacéutico W. Meissner en 1819 para
nombrar a los compuestos b&sicos que se obtenfan desde ex-
tractos de plantas y cuyo anélisis elemental indicaba la pre
sencia de nitrégenol. Mas alld de estos requisitos la defini
cién de alcaloide afin hoy resulta dificultosa.

Los alcaloides tienen usualmente una estructura compleja
con el dtomo de nitrégeno involucrado en un anillo heteroci-
clico; generalmente presentan una marcada actividad farmaco-
l6gica. Tales compuestos sb8lo estdn presentes en ciertos gé-
neros y familias de plantas. Asi, todas estas caracteristicas
deben ser consideradas cuando se clasifica una sustancia co-
mo alcaloide.

Las aminas simples como las alquilaminas y las colinas,
no son consideradas como alcaloides debido a su amplia distri
bucidn en la naturaleza, alin en el reino animal. Algunas auto
ridades en el temaz, introdujeron el término de "aminas biold
gicas" o "protoalcaloides" para nombrar estos compuestos pre-
sentes en los vegetales; afin algunos autores utilizan este tér
mino para diferenciar a los alcaloides de otras sustancias si

milares en las cuales el &tomo de nitrdgeno no forma parte de



un heterociclo, pero la tendencia general es considerar a

esos compuestos como verdaderos alcaloides cuando las demés
caracteristicas asi lo indiquen. Asi, la mescalina (1), el
principio alucinbgeno activo obtenido de ciertas especies de
cactus mejicanos, es considerado por la mayoria de las auto-
ridades en el tema como un verdadero alcaloide, fundamental-
mente debido a sus propiedades farmacolégicas3 y a su limitada
distribucidén en el mundo de las plantas. Por las mismas razo-
nes la colchicina (2) es considerado como un alcaloide, ain
teniendo en cuenta que no es b&sica y que su &tomo de nitrbge

no no forma parte de un heterociclo.

CH.O o
CH,40 3 NH-C-CH

CH30

[\S)

CH3O
OCH CH40

I~
()

Probablemente el primer interés cientifico en los alcaloi
des haya sido médico, debido a que muchas plantas usadas como
‘drogas durante cientos de afios deben su efecto a la presencia
de alcaloides. Actualmente es todavia mis interesante tratar de

explicar los mecanismos por los cuales ciertos alcaloides ejer



cen su efecto farmacolbgico.

Desde el punto de vista de la Quimica Orgénica el estudio
de los alcaloides ha ocupado siempre un lugar importante; pue
de decirse gue con las investigaciones desarrolladas durante
la primera mitad del siglo pasado sobre la naturaleza de los
alcaloides de la cinchona comenzé el estudio de la quimica
de los heterociclos4.Con el advenimiento de las modernas téc
nicas espectroscbpicas el interés por los alcaloides ha ido
en aumento, ya que éstas permitiron resolver en muchos casos
los problemas complejos que presentaba la elucidacibén de sus
estucturas.

Por otra parte, la sintesis de estos productos complejos
ha contribuido a desarrollar este aspecto tan importante de
la Quimica Orgénica.

A partir de los primeros anos de la década del '50, la
utilizacidén de trazadores marcados con is6topos radiactivos
permitid a los quimicos orgédnicos y bioquimicos comenzar a
estudiar los caminos metab&licos por los cuales las plantas
sintetizaban sus alcaloides desde sustratos sencillos.

Aunque el esfuerzo dedicado durante tantos afios ha pro
ducido un considerable bagaje de conocimientos, los tres
enfoques de la guimica de los alcaloides antes mencionados

siguen constituyendo &reas de investigacién activas en Qui

mica Orgénica.



I.1. Metabolismo y acumulacién de alcaloides.

Los estudios sobre el metabolismo de los alcaloides
han sido enfocados sobre los mecanismos a través de los
cuales tales compuestcs son sintetizados por las plantas;
muchos de estos caminos se conocen ahora con gran detalle.
De este modo, grandes grupos de alcaloides han sido relacio
nados biosintéticamente con aminoécidos: asi, los alcaloi
des inddlicos provienen de triptofano y los bencilisoquino-
linicos de 1la tirosinaz.

Durante muchos afios se ha sostenido gque los alcaloides
eran productos finales del metabolismo de las plantas, co
mo es la urea en los mamiferos. Sin embargo resulta claro
gue en muchos casos esto no es asi sino que los alcaloides
se encuentran en un estado diné&mico, en el cual su concen
tracidn total en cada momento resulta de un equilibrio en
tre sus velocidades de sintesis y degradacidén. En alguna
medida este concépto era conocido desde la antigiedad en
el caso de los alcaloides gue presentaban actividad farma
colégica conocida . Las plantas que contienen tales dro
gas tienen un tiempo dptimo para cosecharlas y raramente
éste corresponde al periodo de senectud del vegetal. La im
plicancia clara que surge aqui es que el contenido de alca
loides debe alcanzar un miximo y luego declinar. A menudo
la variacidn observada en el contenido de alcaloides no si
gue un simple curso en el tiempo sino que se correlaciona

con el estado de desarrollo del vegetal.



Es conocido también desde hace cientos de anos que el con
tenido de un alcaloide en la planta puede variar aGn durante
el mismo dfa. Asi, Theonhrastos (400 a C) prescribia para la re
coleccién de hierbas que poseifan drogas que: "algunas rafces de
ben recolectarse a la noche, otras durante el dia y otras antes
de que les dé el sol" 5. Tales fluctuaciones han sido observa
das por Fairbairn y colab.6 para los aicaloides del ovpio, demos
trando que la morfina (3) estaba presente en una concentracidn
cuatro veces mayor cuando las plantas se cosechaban a las 9 a.m.
que cuando lo hacfan a las 9 p.m..

La utilizacidén de trazadores marcados con isStopos radiacti
vos ha provisto evidencias para la actividad metabdlica de los
alcaloides. Mediante estas técnicas se puede medir la velocidad
de renovacién del alcaloide, aln en los casos en que la concen
tracién total permanece constante debido a que las moléculas
estédn siendo continuamente degradadas y reemplazadas. Utilizan
do esta técnica, Frank y Marion demostraron que la vida media
de la hordenina (4) en la cebada era de s6lo 42 horas7.

Las evidencias disponibles indican gue los alcaloides no
pueden considerarse mds como productos finales inertes del me
tabolismo de las plantas. Sin embargo, existe muy poca informa
cién en cuanto al destino de las moléculas de alcaloide que son
degradadas.

Cuando se suministré a las plantas alcaloides marcados con
is6topos radiactivos, en la mayoria de los casos no se pudie

ron identificar rigurosamente los productos marcados formados.



De este modo el catabolismo de los alcaloides, junto con la
causa por las cuales ciertas plantas sintetizan estas molécu
las, es todavia hoy un misterio para la mayoria de los alcalci

des conocidos.

CH,CH,N (CH3) 2

HO

|w
| s>

I.2. Alcaloides de la cebada (Hoadeum vulganre).

La cebada es un importante cereal domesticado de razas sal
vajes, las cuales todavia se encuentran en el sudoeste de Asia.
Su cultivo se extiende desde el Artico hasta las altas monta
flas y puede crecer en desiertos ya gque tolera mayor concentra
cidén salina que la mayoria de los cereales.

Aungue 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. Las zonas de mayor produccidén son:



Turopa, el norte de Africa, Etiopia, el Cercano Oriente, URSS,
China, India, Canadd y EEUU. En nuestro pais el cultivo de c=
bada se extiende por todo el territorio nacional, desde La
Quiaca hasta Tierra del FuegoB.

En orden de importancia la cebada se utiliza para la ali
mentacién de animales, para la fabricacidn de maltas para cer
veza y para la alimentacidn humana.

Los estudios gquimicos sobre la cebada comenzaron hace mu
chos afios, debido al interés que despertaba para la fabrica
cidén de cerveza. El malta empleado en la fabricacidn de la
cerveza est& constituido por el grano de cebada recién germi
nado y secado. Debido a la corta duracidn de la germinacidn
(24 a 48 horas dependiendo de la temperatura a la que ésta se
realice),las plantulas estdn constituidas por raicillas las
cuales se eliminan f&cilmente por fricciéng.

Se habia encontrado que un medio de cultivo preparado -con
un extracto acuoso de estas raicillas no permitia el desarro
llo de ciertos microorganismoslo. Leger fue el primero en ana
lizar si estas propiedades eran debidas a un principio quimi
co. Estas investigaciones finalizaron con el aislamiento de
un alcaloide que Leger denominé hordenina (4) y cuya estructu

ra determinsil™13,

En 1935, H. von Euler y colab.16 aislaron por primera vez
desde hojas de plantas de cebada, un alcaloide de f&Srmula mo

lecular C11H14N2 al cual dieron el nombre de gramina. Casi



simult&neamente, otros investigadores aislaron desde Arundo
donax un compuesto de igual f&rmula molecular, al gque 1lla
maron donaxinal7. Estudios comparativos realizados por el
grupo de von Euler18 indicaron que ambos productos eran idén
ticos y correspondian en realidad a una misma sustancia, pa
ra la cual establecieron definitivamente el nombre de grami
na (3).

Posteriormente, se encontraron en tallos de cebada los
alcaloides ind&licos 3- (aminometil)-indol (6) y 3-(metilami
nometil)-indol (1)19, los cuales estd@n relacionados biosinté
ticamente con la graminazo. También se encontraron en raices
de cebada otras B-feniletilaminas muy relacionadas tanto es
tructural como biosintéticamente con la hordenina21'22; ellas
son la tiramina (8), la N-metiltiramina (9) y la candicina
(10) .

La gramina fue aislada también desde flores de Anundo
donax23 y desde otros miembros de la familia Gramineae 14,24,

25,26 27,28 29,30

, Aceraceae y Lleguminoseae

CH2N(CH3)2

o
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I.3. Distribucién y biosintesis de gramina en plantas de

cebada.

Después de los primeros trabajos de von Euler y colab.ls’

18,24

2 +quienes determinaron la localizacién y concentracién
de gramina en la planta de cebada en funcién del grado de de
sarrollo, muchos investigadores estudiaron la distribucién y

la biosintesis de este alcaloide en cebada.

Es conocido que las semillas de cebada no contienen



-10-

alcaloides, pero que &stos comienzan a aparecer en las raici

llas.apartir del primer dia de la germinacién21’22’3l’32.

La
gramina (5) aparece en los tallos de cebada al tercer dia de
la germinacibén y permanece en las plantas en cantidades detec

18,33

tables por 30-50 dias . Después de este periodo las plan

tas no presentan alcaloides, aunque ellas retienen parte de
su capacidad para degradar la gramina exSgena.

La gramina no contiene la unidad indoletilamina presente
en el triptofano (1l1) y la triptamina (1l2), sino que un s6lo
dtomo de carbono separa al nficleo indSlico del nitrégeno b&si

co del alcaloide. Como hipStesis biogenética, no era de espe

rar la incorporacién especifica de triptofano-# -14C en el
dtomo de carbono metilénico de la gramina.
B a
CHZ?H-COOH CH,CH,NH,
NH2
N N
H H
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Se podia prever que el triptofano aportara sélo el n@
cleo ind6lico y que la gramina se biosintetizara en las plan
tas de cebada en una forma andloga a su sintesis quimica a
partir de indol, formaldehido y dimetilamina. Sin embargo,
cuando Bowden vy Marion34 suministraron triptofano- B-l4c a
plé&ntulas de cebada de 6 dias, pudieron aislar al cabo de 5
dias, gramina marcada s6lo en el grupo metileno de la cadena
lateral.

Aln considerando que la incorporacién de la radiactivi
dad no fue al azar, este experimento no eliminaba la posibi
lidad de que la incorporacidn hubiera sido indirecta, ya que
el precursor podia haber separado la cadena lateral (en una
reaccidén similar a la que ocurre en microorganismos35) en in
dol y una unidad de tres carbonos, la cual por posterior degra
dacidn podria proveer el fragmento de un carbono marcado, que
produciria la incorporacibén en forma especifica en la gramina.

Para eliminar esta posibilidad, Leete y Marion36 suminis
traron triptofano (11) doblemente marcado en el C-2 del nd
cleo inddlico y en el C-B de la cadena lateral a plantas de
cebada de 5 dias de germinacidn, y encontraron que la gramina
aislada desde los tallos después de 6 dias de agregar el tra
zador, estaba marcada especificamente en las posiciones espe
radas. La relacidn de actividad entre las dos posiciones mar
cadas en la gramina era idéntica a la relacibén entre los &to

mos marcados en el precursor. Este resultado mostraba que el
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C-8 de la cadena lateral del triptofano permanecia unido al
nicleo inddlico a través de todo el camino biosintético a gra

mina.

Posteriormente, Leete y co]ab.37 administraron triptofano
doblemente marcado con 3H y 14C en el C-B8 a tallos de cebada,
y encontraron que la gramina aislada desde las plantas presen

3H/l4C que el precursor y gue ambos

taba la misma relacidn
is6topos se encontraban en el grupo metileno del alcaloide,
por lo cual sugirieron que el grupo metileno de la cadena la
teral del triptofano permanecia intacto durante toda la se
cuencia biosintética.

A la luz de estos resultados, dichos autores descartaron
la posibilidad de que el indol-3-carboxaldehido (13) y el aci
do indol-3-carboxilico (14) fuesen precursores de gramina en
tallos de cebada, ya que el pasaje a travEés de ellos implica
ria la ruptura de la unidad —CH2- del precursor. Sin embargo,
los mismos autores seflalaron que el triptofano- B—3H utiliza
do en esa experiencia deberia estar fundamentalmente marcado
con un solo &tomo de tritio por molécula, por lo cual el in
dol-3-carboxaldehido podria haberse formado a partir de trip
tofano- B—3H reteniendo la mayor parte de la marcacidn, ya
gue debia esperarse que en la reaccibén enzimitica estuviese
favorecida la ruptura del enlace C-lH con respecto al C-3H.

Los autores consideraron igualmente que el efecto isotdpico

no deberia ser tan importante como para enmascarar los resul
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tados obtenidos.
En un intento por aislar los intermediarios de la conver
. . . 38
si6én de triptofano (11) en gramina (5), Breccia y Marion

suministraron indol-3-carboxaldehido- 0—14

C a plantas de
cebada enteras de 6 dias de edad, pero no encontraron gramina
marcada al cabo de 5 dias de la administracidn del trazador.
Si bien no se habia comprobado si las plantas absorbian el
compuesto marcado en las condiciones utilizadas (el aldehido
se suministrd disuelto en etanol 65%), ni se determind con
precisién el momento en el cual debia buscarse la gramina mar
cada, los autores concluyeron gque el indol-3-carboxaldehido
(13) no era precursor de gramina en plantas de cebada. Whigt
man y colab.39 trabajando en otras condiciones y sblo con ta
llos de cebada, encontraron resultados de incorporacidn en
gramina diferentes a los obtenidos por Breccia y Marion38 pa
ra algunos trazadores, pero en esta exXperiencia no se ensayd
el indol-3-carboxaldehido. En la presente tesis se obtuvie
ron resultados de incorporacidn para el aldehido 13, los cug'

les se discuten en el Capitulo III.

CHO COOH
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Los resultados anteriormente comentados eran compatibles
con el mecanismo hipotético propuesto por Wenkert40 para la
biosintesis de gramina (Figura 1), el cual involucraba la rup
tura o -8 de la cadena lateral del triptofano a través de
un aducto triptofano-fosfato de piridoxal (l5) y una metilen
indolenina (1l6).

Como se indic6 en la p&gina 8, los precursores inmedia
tos de la gramina 3-(aminometil)-indol (6) y 3-(metilamino
metil)-indol (7) propuestos en esta hipStesis se encontraban
presentes en la cebada; ellos producian gramina (5) cuando
se los incubaba con S-adenosilmetionina en presencia de ex
tractos de tallos de cebada’®. Ambos compuestos fueron precur
sores de gramina cuando se los suministrd marcados con carbo
no-14 en la posicidén 2 del anillo ind6Slico a tallos de ceba
da en desarrollozo.

De este modo, la biosintesis de gramina ha sido elucida
da en gran parte en cuanto al trabajo con precursores marca
dos. La evidencia final para el mecanismo propuesto debe ob
tenerse del aislamiento de la enzima dependiente de piridoxal;
de hecho, se ha encontrado un preparado enzimdtico crudo el
cual cataliza la conversién de triptofano en gramina y glici

41
na .

Experiencias realizadas con Phalaris arundinacea ( Gra

mineae )42 y Lupinus harntweggs 43 indicaron que la biosinte

sis de gramina sigue el mismo curso que en cebada.
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I.4. Catabolismo de gramina.

La gramina ha sido uno de los alcaloides més estudiados
debido a su carédcter de indolalquilamina y a su aplicacidn ex
tensiva en la quimica preparativa de indol; fue incluso uno
de los primeros alcaloides cuyo metabolismo fue estudiado uti
lizando trazadores radiactivos34. Sin embargo, existen muy po
cos trabajos referidos al catabolismo de este alcaloide.

Leete43 habifia aislado indol-3-carboxaldehido (13) radiac
tivo desde plantas de ocho semanas de desarrollo de L.hartwegg4i
a las que les habia suministrado triptofano-a-l4c y, dado que
el aldehido no fue detectado cuando utilizd plantas de sélo 7
dias de desarrollo trabajando en las mismas condiciones expe-
-rimentales, &l sugirid que el compuesto 13 se formaba por de-
gradacidén de la gramina en plantas maduras.

Digenis44 informé que, cuando se administraba gramina do
blemente marcada con 3H Yy 14C en el C-q de la cadena lateral
a tallos de cebada de 60 dias de desarrollo en oscuridad, el
0,84% de la marca se incorporaba en el triptofano presente en
la fraccidn proteica de las plantas. La relacibn 3H/14C en el
producto aislado era la misma que en la gramina suministrada
por lo cual dicho autor propuso que la degradacién del alca-
loide seguia en parte un camino inverso al de su formacién a
través de un compuesto de tipo metilénindolenina, (16 en la

'Figura 1, p&gina 15).

. . .45 .
En otra serie de experiencias ~, el mismo autor encontrd
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que cuando se administraba s6lo gramina- a-l4C en las mismas
condiciones de la experiencia anterior, el 10% de la radiacti
vidad pasaba al co, expelido por las plantas y el 0,4% a la
fraccidén de triptofano (1l1l). Estos resultados le permitieron
sugerir que el C- a de la cadena lateral de la gramina se bio
degradaba a CO,. Los intermediarios de este proceso degradati

. . . - 46
vo fueron estudiados en otra experiencia similar

en la cual
informS que el 10,1% y el 6,2% de la radiactividad inicial se
encontraban respectivamente en los productos 3-(hidroximetil)-
indol (17) y &cido indol-3-carboxilico (14), aislados desde los
tallos al cabo de 8 dias de dejar a los mismos en contacto con
la solucibn de gramina- (o —3H, a-14C).

Los resultados obtenidos por Digenis le permitieron propo

ner un camino degradativo para la cadena lateral de la gramina

en tallos de cebada el cual se esquematiza en la Figura 2.

T E/T o T
©\_j)\N(CH3)2 ©:—T “H l C\~0H
N - N7 -_— . H
H H H

) 16 17

- L)
COOH o
N
H 14

)

Figura 2: Esquema propuesto para la degradacibén de la cadena

lateral de gramina46.
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A pesar de los resultados obtenidos, las conclusiones a

las que arribd Digenis44-46

no estén debidamente justificadas
considerando la baja recuperacién de la radiactividad lograda
en todos los casos(menor del 30%). Resultaria probable, ademis,
que en las condiciones en que se realizaron estas experiencias
(tallos de plantas de 60 dias de desarrollo, en oscuridad y de
jando 8 dias en contacto con el trazador), el camino metablli
co propuesto no represente el catabolismo normal de la gramina
en plantas de cebada intactas.

Dado el interés gque despertaba el poder determinar paso a
paso el camino de degradacibén de la gramina en plantas de ceba
da en desarrollo, y que, de acuerdo a los datos conocidos so
bre el contenido del alcaloide en relacibn con la etapa de de
sarrollo de las plantas, parecia probable gque el catabolismo
de la gramina se pudiera estudiar utilizando trazadores radiac
tivos, fue el objetivo de la presente tesis estudiar el mencio
nado proceso catabSlico. La cebada resultaba ademds una planta
adecuada para llevar a cabo este tipo de experiencias, debido
@ que era posible su cultivo y desarrollo en condiciones total
mente controlables y reproducibles.

Para el estudio del catabolismo de la gramina se utiliza
ron trazadores isot6picos incorporados en distintas posicio
nes clave del alcaloide, para tener puntos de referencia que
permitieran detectar los distintos productos en que se trans

formaba el mismo, y asi intentar su aislamiento e identifica

cién.
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AGn en el caso en que no fuera posible aislar los productos
de degradacidén, cabia la posibilidad de utilizar isGtopos es
tables como 13C los cuales facilitarian una identificacion
tentativa mediante las modernas técnicas espectroscdpicas

disponibles.

I.5. Propiedades biolSgicas de la gramina.

La accién biolSgica de la gramina (5) fue descripta por
primera vez por von Euler y colaboradoresle, guienes observa
ron que las variedades de cebada gque contenian gramina eran
mids resistentes a la infeccidn por nem&todes que aguellas que
no contenian el alcaloide.

Recientemente, ZGfiiga y colab‘.l7 observaron que la suscep
tibilidad de las plantas de cebada al ataque por &afidos, au
mentaba con la edad de las plantas concomitantemente con 1la
disminucidén en el contenido de gramina. Cuando infestaron dis
tintas variedades de cebada con Schizaphis graminum, encontra
ron una relacidén lineal entre el contenido de gramina y la ve
locidad de crecimiento poblacional, por lo cual sugirieron
que el alcaloide jugaba un rol importante en la resistencia
de las plantas al atagque por &fidos.

La gramina (5) y los alcaloides relacionados aislados
desde plantas de Gramineae, Lleguminoseae y otras familias dis

minuyen la utilizabilidad de estas pasturas para los ganados
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bovino y ovino, ya que les confieren a las mismas un sabor
desagradable para los animales48; ademds, son responsables
de la toxicidad observada en los rumiantes que se alimentan
con ellas, causando lesiones en el rinén, glicosuria y pér
dida de peso en los animales4
La toxicidad de la gramina ha sido relacionada a los

efectos fisioldgicos producidos por los compuestos del tipo
de la triptamina (13)50. Se ha informado también el efecto
de la gramina sobre las mitocondrias, el cual se puede con
siderar como un mecanismo alternativo para su accidn téxica.

En este sentido, es conocida también la accidén de la gramina
51

como desacoplante de la fotofosforilacidn



CAPITULO 11
Sintesis de indoles

Ls0topicamente marcados
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Para el estudio del catabolismo del alcaloide gramina (5)
se debi6 (como se mencionara en la pédgina 18) sintetizar dicho
compuesto marcado con 13C o 14C en la cadena lateral (C-a) Yy
en el carbono 2, y con 3H en la posicibén 6 (anillo bencénico
del nficleo indélico).

Por otra parte, para el caso de la marcacidén en C-2, resul
taron fitiles en los estudios de catabolismo los correspondientes
indol-3-carboxaldehido (13) y &cido indol-3-carboxilico (14)
marcados.

Finalmente, para el caso de la marcacién en 6, fue necesa

rio realizar previamente la sintesis de los compuestos marcados

con 2H, para asegurar la especificidad de la reaccibdn utilizada.

IT.1. Sintesis de indoles marcados en la cadena lateral.

La gramina (5), fue sintetizada por una reaccidn de Mannich
a partir de indol (18),dimetilamina y formaldehido, segfin un
procedimiento descripto por Kuhn y Steinsz. Una adaptacién de
esta sintesis para obtener el producto marcado, fue informada
posteriormente44, pero las modificaciones realizadas a fin de
hacerla compatible con la utilizacidn de paraformaldehido-l4c,

nc fueron descriptas por los autores.

Es por ello que surgid la necesidad de llevar a cabo un
53

estudio exhaustivo de la reaccibébn de Mannich involucrada™ ",

modificdndose las condiciones de reaccién y el proceso de ais

lamiento del producto. Ademds, el hecho de tener que utilizar
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. . . 14
paraformaldehido radiactivo para sintetizar gramina-a-~ C
condujo al estudio de la reaccidén partiendo del polimero
paraformaldehido. Esto involucraba una complejidad adicional,

dado que el paraformaldehido es insoluble en el medio de

reaccidn.

IT.1.1. Gramina-a-l4C.

La reaccién de Mannich (Figura 3) para la obtencidén de
gramina en las condiciones originales descriptas por Kuhn y
Stein™ ", no condujo a rendimientos satisfactorios cuando se
utiliz6 el polimero paraformaldehido debido, como se indicara
anteriormente, a la insolubilidad del mismo en el medio de
reaccidén. En consecuencia, se ensayaron distintas condiciones
de reaccidn las cuales se resumen en la Tabla 1, alcanzéndose
rendimientos satisfactorios al llevar a cabo la reaccidn en
las condiciones de la entrada 10 (Tabla 1) y realizar una
extraccién exhaustiva del producto desde el seno de la reaccidn.
La cromatografia en columna de silicagel del producto crudo
resultd el método més eficaz para la obtencidn de gramina con
alto grado de pureza (superior en rendimiento y calidad a la

sublimacién y/o recristalizacidén), necesario para los estudios

"in vivo".

I1I1.1.2. Gramina-a—lBC.

Dado que se disponia de solucién acuosa de formaldehido-l3c,
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Tabla 1: Condiciones de reaccidn ensayadas para la reaccidn de

10

Solvente

Ac. acético
Ac. acético
Ac. acético
Ac. acético
Ac, acético:
agua (5:1)
Ac. acético:
agua (5:1)

Ac, acético:
HC1 (¢) (2:1)

Ac. acético:
HC1 (¢) (2:1)

Ac. acético:
HC1 (c¢) (2:1)

Mannich entre indol, dimetilamina y paraformaldehido.

Ac. acético

Condiciones
de reaccion

115°C hasta
disolucion

115°C hasta
disolucion

110°C hasta
disolucidn

110°C hasta

disolucion

115°C, 10 min

90°C, 5 min

100°C, 15 min
25°C

100°C, 15 min

100°C, 10 min

Tiempo a Rendimiento®
25°C (hr) (%)

3 79

18 57

3 47

3 44

2 34

2 59

2 35
48 31
2 54
1-2 100

. b
Observaciones

25% de exceso de
dimetilamina

50% de exceso de
dimetilamina

Reaccion en tubo
cerrado

continua,..
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Tabla 1: continuacidn

a:

|o

Respecto de producto crudo,

En las entradas 1 a 9 la reaccidn se detuvo volcando la mezcla
sobre agua y el producto se separd por filtracidn después de
alcalinizar con hidrdéxido de sodio 1 N hasta pH 9. En la entra
da 10, el producto precipitado al alcalinizar la mezcla se

extrajo exhaustivamente con diclorometano:metanol (4:1).

Los reactivos se agregaron en dos etapas; en la primera, se
intentd disolver el paraformaldehido calentandolo 10 min a 80°C
en el solvente &cido acético:agua.

Se dejd previamente el paraformaldehido en &cido acético:écido
clorhidrico (c¢) (2:1) 40 min a 50°C.

El paraformaldehido se dejdé una noche en la mezcla de &cido
acético:&dcido clorhidrico (c) a temperatura ambiente y con
agitacién,

La reaccidn se repitid tres veces, obteniéndose los mismos

~resultados., El rendimiento obtenido luego de purificar por

cromatografia en columna fue 75-80%.

Cuando no se indica otra cosa, los reactivos se agregaron en las
proporciones estequeométricas,
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CHZN(CH3)2
a
+ (CHZO)n + (CH3)2NH —

Figura 3: Sintesis de gramina-a-l4C. (a: 110°C, 10 min.; 1-2

horas, temp. amb.; solvente: &dcido acético).

la reaccién de Mannich con indol y dimetilamina pudo realizarse
sin inconvenientes en condiciones andlogas a las descriptas en
I.1.1, con rendimientos algo superiores a los obtenidos con pa-
raformaldehido.

El espectro de masas del producto presentaba una relacién
de iones M-1/M/M+1 de 13,5/53/6,2 que por comparacién con el es-
pectro de la gramina (Tabla 2), indicd un enriquecimiento del
93%. Una relacibén andloga se observé en los iones m/z 131/130
gue contenian el C-a. La especificidad de la marcacién quedd

asegurada en base al espectro de RMN-lH (Figura 4) donde puede

observarse el doblete del 13CH2 asé 3,7 ppm, lJ1 13 = 134 Hz y
H-""C
de los N--CH3 a s 2,28 ppm, 3J1 13 = 5 Hz. El1 espectro de RMN-
H-""C
13

C, mostrd una finica senal a § 53,15 ppm.
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II.2. Sintesis de indoles marcados en la posicibén 2.

El estudio del destino del anillo indbélico de la gramina
en plantas de cebada , requirib la sintesis de este producto,
como asi también de otros compuestos relacionados, marcados
en la posicién 2 del anillo pirrélico.

IT.2.1. Gramina—2-l4c y gramina—2-l3C.

Para la sintesis de gramina—2-14C se utilizd la té&cnica
descripta en II.1, ya que se disponia de indol—2—14c como ma-
teria prima radiactiva. Sin embargo, para obtener gramina—2—13c

13

fue necesario sintetizar indol-2-""C, dado que este producto

no es comercial.

De la extensa literatura referida a la sintesis de indoles
54, se eligid utilizar aquellos métodos que partieran de &cido
f6rmico—13C 0 sus sales, una materia prima facilmente accesible.

La sintesis de o-formotoluidida se llevd a cabo por reac-
cibn entre &cido f6rmico y o-toluidina recién destiladass, obte
niéndose un rendimiento cuantitativo en el producto crudo, el
cual se obtenfa puro por recristalizacién de benceno:hexano (1:1),
con un rendimiento final del orden del 95%. La sintesis a partir
de formiato de sodio y clorhidrato de o-toluidina se descart§,
puesto que utilizando las condiciones generales para la sinte-

sis de amidas™ ~, se obtuvieron rendimientos poco satisfactorios.

De este modo, se sintetizé o-formotoluidida—(N-formilo-l3C) (19),
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Figura 5: Espectro de RMN-lH (campos bajos) de o-formotoluidida-

(N- formilo-13¢).

El espectro de RMN—lH del producto obtenido permitid deter
minar la proporcidn de producto marcado con 13C, gue resultd ser

del 90%, a partir de las integraciones del doblete correspondien

3¢ (45
1H_13C
singulete del mismo hidr&geno en el grupo formilo—lzc (Figura 5).

te al hidrbgeno del grupo formilo- = 134 Hz) y del

CH

NH13CH0
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El indol-2-l3c se intentd obtener inicialmente por una
reaccién de Madelung entre o-formotoluidida, potasio metdlico
Yy t—butan0154, adaptando la técnica descripta a una escala
pequefla; se probaron distintas modificaciones, pero en ningfin
caso el rendimiento global de la reaccibén superd el 15% res-
pecto de la o-formotoluidida usada. Este valor se considerd
insuficiente para la sintesis realizada con compuestos marca
dos isotdpicamente y por tanto, esta técnica fue deshechada.

Se ensay® entonces una modificacién de la reaccidn de
Madelung que habfa sido utilizada por Pichatycolab.57’58 para
la sintesis de indol-2-l4C; se encontraba descripto un rendi
miento del 80% respecto de o-formotoluidida-(N—formilo-l4C),
obteniéndose indol—2-l4C con la misma actividad especifica
que la del material de partida, (s6lo un 15% de la radiactivi
dad se encontraba en subproductos no volitiles). Ademés, el
mondxido de carbono formado durante la reaccibén era inactivo.
En una reaccidén paralela, llevada a cabo con o-formotoluidida
fria y formiato de potasio-14C, los autores obtuvieron indol
con s6lo un 2% de la radiactividad inicial, mientras que el
rendimiento midsico era del 82%.

Sin embargo estos resultados no estaban de acuerdo con
los obtenidos por Tysonsg, quien sugirid que el formiato de
potasio podria actuar "in situ” como fuente de monéxido de

carbono, produciendo formilacién de la o-toluidina en el seno

de la reacciébn. De ser este el caso, el incremento del rendi

miento seria ficticio. (Figura 6).
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&
HCOOH co
CH CH N
3 3
—— _ r4 H
NH, NHCHO
18

Figura 6: Participacidn del formiato en la sintesis de

indol de Madelung, segfin Tysonsg.

La reaccién realizada en las condiciones descriptas por

57,58

Pichat y colab. dio, luego de varios intentos, un rendi

miento del 65%, el cual fue considerado aceptable. Se sinte-
tizd entonces indol—2-l3C partiendo de o-formotoluidida- (N-for
milo-l3C), en las mejores condiciones experimentales obtenidas.
El producto obtenido se identificd por RMN-lH (Figura 7) y
RMN-13C y espectrometria de masas (EM).

El andlisis del EM y fundamentalmente la relacidn de inten
sidades de los fragmentcs M+1/M/M-1 del indol—2-13C obtenido
(correspondientes a los iones de m/z 119, 118 y 117, respectiva
mente) que fueron de 9/100/70, comparados con la relacidn de
'los mismos fragmentos para el indol (9/100/9 para los iones de
m/z 118, 117 y 116, respectivamente) correspondian a un enri

quecimiento isotdpico de sdlo 60%. Como se habia partido de
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Figura 7: Espectro de RMN-lH de indol-2—13C.

1

o-formotoluidida—(N—formilo-13C) (90% 3C), estos resultados

indicaban que durante la reaccidén se produjo una dilucién
isotdpica, confirmdndose los resultados de Tyson59 en cuanto

a la intervencidn del formiato de potasio en la reaccidn. Ade

m&s la utilizaci6n de o-toluidina como agente condensante no
59

produciria un aumento del rendimiento, como sugiriera Tyson™ ",

sino que ésta seria utilizada como nueva materia prima para
la obtencidn de indol después de transformarse en o-formoto
luidida en el seno de la reaccidn. (Figura 6).

Con el indol-2-l3C obtenido se realiz6 la sintesis de

. 13 . . .
gramina-2-""C, en las mismas condiciones que las descriptas
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en II.1l. Se obtuvo el producto deseado con un rendimiento iso-
tépico del 100%, segln se determind por RMN-lH (Figura 8) y EM
(Tabla 2, pdgina 26). E1l espectro de RMN—13C de la gramina-2—13c
obtenida presentf6 una sola sefal a § 129,9 ppm.

Para la obtencidén de indol-2-l3C, se ensayd también otra
modificacién de la reaccidén de Madelung, aplicada a la sintesis
de indoles sustituidos en la posicidn 2. El procedimiento consi
tia en el tratamiento de la amida con 2-3 equivalentes de n-bu
tillitio (n-BulLi) en tetrahidrofurano (THF) entre -20 y 25°C60.

Se intentd extender el alcance de la reaccidn para la ob-
tencidn de indol partiendo de o-formotoluidida, pero los resul
tados fueron negativos recuperéndose el reactivo inalterado y
o-toluidina. La presencia de la amina indicaria que la o-formo
toluidida actuaria como nuclebfilo antes que como base, por lo
cual el n-BuLi sustraeria el hidrb6geno del grupo formilo en el
intermediario propuesto por los autores, el cual no se reorde

naria a indol sino que por ruptura darfa la o-toluidina. El es

quema propuesto por los autores se resume en la Figura 9.

IT.2.2. Indol-3-carboxaldehido—2-l4c y 8cido indol-3-carboxilico-

2-14¢c,

Como se indicd m&s arriba, fue necesario para el estudio
del catabolismo de gramina, sintetizar los posibles metabolitos
indol-3-carboxaldehido (13) y &cido indol-3-carboxilico (14),
marcados con 14C en la posicién 2 del anillo ind&lico.

La sintesis del aldehido se realiz® mediante una reaccién
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Rl CH2R2 Rl R2
base Y l
'N-C-R3 200-400°C N R3
] H
H O

RZ
1 1
R CHM R H
= 3
N -—— C-R3 N R
b
M---0 /
‘\\ R2
1 )
R H
R 3
V7 Tom
M

Rl= R2= H; M = Li, Na, K; R3 = alquilo, arilo

Figura 9: Esquema de la reaccibén de Madelung modificada,

propuesto por Houlihan y colaboradoresso.
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de Vilsmaier-Haack61 entre indol-2—l4C, dimetilformamida y oxi
cloruro de fdsforo, obteniéndose un rendimiento casi cuantitativo
y el producto en alto grado de pureza, el cual se purificé ulte
riormente por cromatograffia en columna de silicagel.

Para la sintesis de &cido indol-3-carboxilico-2-l4C, se en-
say8 la oxidacibn directa del aldehido en distintas condiciones
y con diferentes reactivos. Las oxidaciones con el reactivo de
Tollens y con el reactivo de Jones no dieron el resultado espe-
rado, recuperdndose el aldehido inalterado. Se intent6 la utili-
zacidn de oxidantes mis poderosos, como el permanganato de pota-
sio en medio alcalino62 y en las condiciones descriptas se pudo
obtener el &4cido aunque con un rendimiento de s&lo 50%.

Los intentos realizados para mejorar este rendimiento, traba
jando en condiciones més dr&sticas, aumentando el tiempo o la tem
peratura de reaccién, redundaron en una disminucidén del mismo,
puesto que se producia descomposicibén parcial del reactivo y/o
producto. La reaccidn se realizb entonces en las condiciones des
criptassz; el aldehido sin reaccionar se recuper6 cuantitativa-
mente separ&ndolo del &cido obtenido en la reaccidn por cromato-
grafia en columna, eluyendo primero con cloroformo saturado con
amoniaco (de este modo se obtenia el aldehido puro), mientras que
el 8cido se eluia posteriormente con cloroformo puro. Asi, el ren

dimiento radioquimico de la reaccidn resulté cuantitativo.

Los esquemas sintéticos utilizados se resumen en la Figura 10.
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Figura 10: Sintesis de indol-3-carboxaldehido-2-l4c (13)
14

y &cido indol-3-carboxilico-2-

HCON(CH3)2; b: MnO4K/KOH/Etanol).

II.3. Sintesis de indoles marcados con 2H o 3H.

La sintesis de indoles marcados isotdpicamente en el
anillo bencénico, constituye un campo poco estudiado de la
quimica de estos heterociclos. La literatura referente a este

tema en particular es muy escasa63’64

y en todos los casos se
describe la marcacién en las posiciones 5 y/o 7 (Figura 11).
También se encontraba descripto un intercambio fotoquimico
1H-2H en la posicidn 4 del triptofano, pero el mecanismo de

la reaccibén involucraba la presencia del grupo §H365.

Como se puede apreciar en la Figura 11, estos procedimien
tos no resultaban especificos, ya que se producian productos
di o trideuterados segfin la reaccibén utilizada. Ademds, para
la obtencidn de indol—5—3H, deberfia utilizarse B3H4Na, el cual

es un reactivo costoso y poco conveniente para trabajar en

gran escala y/o para obtener productos con alta actividad

C (14). (a: POCl,/
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especifica.

Por otra parte para el estudio del catabolismo de gramina
en plantas de cebada, era conveniente sintetizar el alcaloide
marcado con tritio en la posicién 6, ya que las posiciones 5 y
7 son mis susceptibles a la hidroxilacién enzimética35 Yy por
lo tanto esos hidr&genos resultarfan m&s l&biles.

Considerando lo anteriormente expuesto, se buscd una se-
cuéncia sintética que permitiera obtener el producto deseado
con alta especificidad y alto rendimiento radioquimico. Un mé
todo adecuado resultaba a partir de un compuesto halogenado
en la posicidn deseada, someterlo a un intercambio metal-haldgeno
por tratamiento con un reactivo organolitico y finalmente obte-
ner el producto marcado por reaccién del compuesto organometdli
co obtenido con agua tritiada. Esta secuencia resultaba mds con
veniente que la de preparar el compuesto bencénico ya sustituido
con el is6topo de hidrb6geno y con este intentar la sintesis del
indol por algfin camino ya estudiado, puesto que en este caso
seria mayor la utilizacién de compuestos radiactivos durante la
secuencia global de sintesis con la consecuente pérdida de ren-

dimiento y seguridad.

II.3.1. Indol-6-2H.

El esquema sintético propuesto requeria por un lado, la ob-
tencién de 6-bromoindol (20) (ya que el intercambio metal-haldge
no ocurre mis ficilmente con bromo o iod066) Y por otra parte,

estudiar la reaccidn de intercambio a partir de aquél ya que no
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Br 2H
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I l d. = 4,1%
———— 0
/K N d, = 89,2%
N B 1
H d, = 6,6%
2y 2y
b C
N N7 N
H,HC1 2, H,“HC1l 2, H
d, = 0,5% d, = 86,3%
d, = 5,6% d; = 7,43

Figura 11: Métodos descriptos para sintetizar indol deute-

63,64 2

rado en el anillo bencénico . (a: B H4Na/C12Pd;

b: 2H20’ reflujo; c: 12 NaOH, 22 Mnoz).

se hallaban descriptas en literatura reacciones de este tipo en
el anillo bencénico del indol.

De los métodos descriptos para sintetizar bromoindolesm"69
se eligib6 el desarrollado por Dellar y colab.sg, ya que los ma-
teriales de partida y los reactivos requeridos en dicha sintesis
eran ficilmente accesibles en el laboratorio y el 6-bromoindol

(20) se obtenia con rendimiento y pureza aceptables. La secuencia

sintética seguida se detalla en la Figura 12.
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CHy 4 CH3 p CHj
HZN’©/ —;2N/© NO,, Br NOZ_—
- CH=CHN (CH3), 4
__:;:/[:::::[:NOZ _——_—;r

Figura 12: Sintesis de 6-bromoindol (20). (a: HNO3/HZSO4;

b: 12 HNOZ, 22 BrH/BrZCuZ; c: Dietilacetal de

dimetilformamida; d: H2, Ni Raney).

La sintesis de 2-nitro-4-aminotolueno, se hizo siguiendo la
técnica descripta para la obtencidén de m-nitro-N,N-dimetilanilina 0
el producto se obtuvo puro con un rendimiento de 70-75%. El resto
de las reacciones se hicieron siguiendo la técnica descripta69

salvo que se usd el dietilacetal de la dimetilformamida.

El primer ensayo para la reaccifén de intercambio se realizd
agregando 2 equivalentes de n-butillitio (n-BuLi) al 6-bromoindol
disuelto en tetrahidrofurano (THF), a -20°C, pero en este caso
se recuperd el reactivo inalterado después del agregado de agua.
Este procedimiento result®d igualmente inefectivo, aGn si se modi-

- ficaba tanto la temperatura como el tiempo de reaccidn.

Se pens6 que el anién del indol, formado en primer instancia

por reemplazo del hidréSgeno acidico, podria prevenir el posterior

metal-haldgeno "in situ", agregando directamente 1 equivalente

de n-BulLi a la mezcla de reaccidn. Fsta rearcidn ae realiz& eon
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intercambio metal-halfgeno, por lo cual se intent6 proteger el
nitrégeno del indol. Como es conocido, los derivados sililados
se utilizan para proteger grupos amino sustituyentes de haluros

71

aromdticos en reacciones organometdlicas ~, encontrindose des-

cripto en la literatura la utilizacidén del grupo trimetilsililo
como protector para el caso particular del indol72.

Si bien el tratamiento secuencial de indol con n-Buli y
cloruro de trimetilsililo dio l-trimetilsililindol (21) con buen
rendimiento, la sintesis de 1l-trimetilsilil-6-bromoindol (22)
por la misma técnica72 no dio el resultado esperado ya que este
compuesto result§ ser muy inestable, descomponi&ndose a 6-bromo
indol al tratar de aislarlo. Sin embargo, el andlisis por CCD
de la mezcla de reaccibén indicaba una conversién cuantitativa
al l-trimetilsilil derivado, el cual poseia idéntico Rf al del

l-trimetilsililindol.

—~
N
N
S
.
el

I

Br
TMS

Se intentd entonces realizar la reaccidn de intercambio
metal-haldgeno "in situ", agregando directamente 1 equivalente
de n-BuLi a la mezcla de reaccidn. Esta reaccidn se realizd en
distintas condiciones (Tabla 3, p&gina 46) y en ningfin caso se

obtuvo el producto deseado sino otro, que fue tentativamente

Priucipadles €il €1l eSpecCLlu ue madad, yue peLinliell judtilical
esta aseveracién.
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Figura 13: Principales fragmentos en el espectro de masas
del compuesto obtenido por reaccién de 1l-trimetil

silil-6-bromoindol (22) con n-butillitio.

identificado por espectometria de masas como 2-trimetilsilil-6-
bromoindol (23). En la Figura 13, se esquematizan las rupturas
principales en el espectro de masas, que permiten justificar
esta aseveracidn.

Un comportamiento similar ya habia sido descripto por Sand

berg y Russell73, quienes informaron que en la preparacién de
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2-litioindoles a partir de N-dimetil-(1l,l-dimetiletil)-sililin
dol con n-Buli, el tratamiento del producto con agua deuterada
producia el correspondiente indol sililado en la posicibén 2.

Los autores consideraron que la litiacién ocurria en la posicidn
2, pero que el derivado litiado se reordenaba r&gpidamente para
producir después de la deuteracibén el compuesto informado. Este

comportamiento constituye un ejemplo del reordenamiento anidnico
74

de derivados de silanos, ya estudiado por otros autores

En consecuencia, se decidid utilizar el 6-bromoindol (20)
sin proteger pero usando ftei-butillitio (t-BulLi), mis reactivo,
para la formacién del dianibén del 6-bromoindol.

Debido a la alta reactividad frente al oxigeno y a las pre
cauciones con que se debe trabajar cuando se utiliza t-BuLi, se
decidid utilizar n-Buli (como en los casos anteriores) para la
reaccidn con el hidrdgeno acidico del indol, mientras que el di
anién se obtuvo "in situ" por agregado posterior de 2 equivalen
tes de t-Buli. Después del tiempo adecuado, la reaccién se fina
1lizd por agregado de agua deuterada y extraccidén del producto
formado con diclorometano.

Dado que los compuestos indol (18) y 6-bromoindol (20) son
estructuralmente muy similares, ellos no pudieron separarse por
cromatograffa de adsorcién sobre silicagel. Dado que la reaccidn
de intercambio metal-halfgeno requeria de un método r&pido de
distinguir entre ambos compuestos, se intent6 separarlos por CCD

en fase reversa usando como solventes mezclas de etanol:agua y
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metanol:agua, pero en ambos casos la separacidn no resultaba
eficiente sino después de varios desarrollos, lo que hacia al
método bastante lento.

La separacidn de los compuestos 18 y 20 se logr6 por cro
matografia lfquida de alta resolucién (CLAR) utilizando una
columna Altex Ultrasphere ODS (5 um) (250 x 10 mm) y una mez-
cla de metanol:agua (9:1) como eluyente. En la Figura 14 se
muestra el cromatograma correspondiente a una mezcla obtenida
en una reaccidn de ensayo.

Una vez logrado un método de separacidén adecuado del pro
ducto y reactivo, se buscaron las condiciones Sptimas de reac
cidén. En un primer ensayo se utiliz6 éter etilico como solvente
a -78°C, obteniéndose indol-6—2H con un rendimiento de 50% se-
gin se determind por CLAR, mientras que el 6-bromoindol que no
reaccionaba se recuperd inalterado.

Dado que el 1-litio-6-bromoindol (24) resulté insoluble
en éter, la reaccibn se repitid en tetrahidrofurano (THF), con
el propbSsito de aumentar la solubilidad del anidén facilitando
asi el intercambio metal-halfgeno. Sin embargo en esas condi-
ciones se obtuvieron s6lo productos de descomposicién que no
fueron posteriormente identificados.

Utilizando una mezcla de éter etilico con la minima canti
dad de THF de modo de mantener al monoanién en solucidn, se en
sayaron distintos tiempos y temperaturas hasta encontrar las

. . . . 3 2
condiciones Optimas de reaccidn, obteniéndose indol-6-“H con
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Figura 14: Separacién de indol (18) (tr: 4,48 min.) y 6-bro
moindol (20) (tr: 5,10 min.i por CLAR.
Columna: Altex ODS-5 um (250 x 10 mm).
Solvente: metanol:agua (9:1) a 3 ml/min.

Detector: UV a 280 nm.

un rendimiento del 85% y recuper&ndose 15% de 6-bromoindol sin
reaccionar. Los resultados de los distintos ensayos se encuen-
tran resumidos en la Tabla 3 y la secuencia sintética se esque
matiza en la Figura 15.

El indol—6—2H se obtuvo por dilucidén del producto obtenido
con agua (con lo cual se intercambiaba el 2H de la posicién 1),
y posterior extraccibén con diclorometano. El producto se purifi

c6 por CLAR preparativa y se identificd por EM y RMN de lH, 2H

y 13c.

El espectro de RMN—2H (figura 16), present6 una sola senal
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Figura 15: Sintesis de indol-6-2H. (a: n-butillitio; b: ZfLexa-

butillitio; c: 2H 0; d: H20).
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Figura 16: Espectro de RMN-°H de indol-6-2H.
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correspondiente al 2H de la posicidén 6 a § 7,17 ppm. En las
Figuras 17 y 18, se pueden observar los espectros de RMN-lH Yy
13C de indol—6-2H y una muestra auténtica de indol, los cuales
se discutirén en la seccidn de espectroscopia (Capitulo 4).

El espectro de masas del indol—6—2H indicd que la reaccidn
transcurrfia con un excelente rendimiento isotépico, ya que el
andlisis de sus rupturas principales y la relacibén entre las
intensidades de los fragmentos M+1/M/M-1 (Figura 19), indicaban
un 100% de monodeuteracién, con lo cual esta técnica novedosa
resultd superior a las anteriormente conocidas y especialmente
itil para la obtencidén de indol y sus derivados con alta acti-
vidad especifica, cuando se desea obtener el producto marcado

con isb6topos radiactivos.

IT.3.2. Gramina-6—2H y gramina-6—3H.

Una vez obtenido el indol—6-2H quedaban abiertas dos posi-
bilidades para la obtencidn de gramina—6—3H: por reaccidén de
Mannich a partir de indol-6—3H, utilizando la técnica ya des<
cripta para la sintesis de gramina marcada (Seccidén II.1); u
obteniendo primero 6-bromogramina (25) y a través de &sta gra-
mina—6—3H, por un tratamiento similar al realizado en la obten
cién de indol—6—2H.

Aunque la obtencidn de gramina (5) siguiendo el primer cri
terio ya se habia llevado a cabo, esta metodologfa presentaba

la desventaja de tener que realizar un paso m8s con el producto



-49-

Figura 17: Espectros de RMN—lH de: a) indol—6-2H; b) indol.
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Figura 18: Espectros de RMN—13C de: a) indol-6—2H; b) indol.
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m/z: 119 (8%) m/z: 91 (27%)
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M-1 m/z: 118 (100%) \\\\\\\~

m/z: 90 (18%)
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Figura 19: Fragmentos principales observados en el espec-
tro de masas del indol—6-2H. (Relacibn M+1/M/

M-1 en el indol: 9/100/9).

radiactivo, con la consecuente disminucidén del rendimiento ra-
dioquimico (el rendimiento de la obtencidn de gramina oscilaba
entre el 80 y el 85%). La segunda posibilidad permitia, de ser
viable, dejar s6lo para el filtimo paso de la sintesis la utili
zacién del material radiactivo.

La 6-bromogramina (25) se obtuvo por una reaccidn de Man-
nich sobre el 6-bromoindol (20), siguiendo el procedimiento
experimental descripto para la sintesis de gramina. El producto
obtenido se purificd por cromatografia en columna de silicagel,

obteniéndose puro con un rendimiento superior al 80%, el cual
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se identificd por EM y RMN de lH y 13C. Ademés, el producto se

diferenciaba de gramina por CCD utilizando silicagel como adsor
bente.

Ya que el indol es un compuesto relativamente vol&til, en
la separacidn por CLAR de indol-6-2H y 6-bromoindol parte del
producto podria perderse durante la evaporacién del solvente
(metanol:agua). Sin embargo, si la reaccidén de tritiacidn se
llevaba a cabo sobre 6-bromogramina, en caso de quedar compues
to sin reaccionar se presentaba otra ventaja adicional ya que
la gramina—6—3H podia purificarse por CCD preparativa en sili-
cagel.

El paso siguiente se examind realizando la reaccidn de 1li-
tiacién en las mismas condiciones que las ensayadas para el 6-
bromoindol, obteniéndose gramina—6-2H por agregado de 2H20 con

un rendimiento cuantitativo. El producto obtenido se identificé

por RMN de 1H, 2H Yy l3C.

El espectro de RMN-ZH (Figura 20), presentd una sola senal

a § 7,15 ppm, correspondiente al 2H de la posicibén 6. Los espec

1H y 13C del compuesto deuterado y de gramina autén

tros de RMN-
tica (Figuras 21 y 22) se discutir&n con detalle en el Capitulo

IvV.

La reaccidn se repitid con 3H20, obteniéndose gramina—6—3H,

la cual fue purificada por CCD preparativa en silicagel. La se-

cuencia de reacciones se indica en la Figura 23.
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Figura 20: Espectro de RMN—2H de gramina—6-2H.

II.3.3. Indol-3-carboxaldehido—6—2H.

Los productos deuterados que se obtuvieron no s6lo fueron
de suma utilidad para estudiar los resultados de las reacciones
que se ensayaban, ya sea en el grado de desarrollo o en la es-
pecificidad, lo que se hacfia por cromatografia o espectrometria
de masas respectivamente, sino que sirvieron para realizar un
estudio exhaustivo de los espectros de RMN de 1H y 13C de estos
compuestos alguno de los cuales estaban mal asignados en la 1li-
teratura. Este aspecto se trataria con detalle en el Capitulo IV.

Relacionado con este Gltimo tema, y teniendo en cuenta que
habia dudas en las asignaciones de los carbonos 4, 5 y 6 del
indol-3-carboxaldehido (13), se sintetizd este compuesto marcado

2 . .
con H en la posicién 6 por una reaccidn de Vilsmaier-Haack con

indol-6-2H (pagina 33).

La formacidn del producto deseado se determind por CCD en
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Figura 21: Espectros de RMN-lH de: a)gramina-6-2H; b) gramina;

(zona de campos bajos).
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a
150 120 90 60 30
b
150 120 90 60 30
Figura 22: Espectros de RMN—13C de: a) gramina-6-2H; b) gramina.
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CHZN(CH3)2
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CHZN(CH3)2 CH2N(CH3)2
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Li N 3H N
Li H

Figura 23: Sintesis de gramina-6-3H. (a: CH20/HN(CH3)2

3

b: 1¢ n-Buli, 22 t-Buli; c: 1% “H O, 2¢ HZO)'

2

fase reversa (etanol:agua, 1:1), ya que en este sistema era
posible diferenciar indol (18) (Rf 0,4), indol-3-carboxalde-

hido (13) (Rf 0,5),6-bromomoindol-3-carboxaldehido (26) (Rf

0,3); este Gltimo se obtuvo como subproducto al utilizar mez-
clas crudas de indol-6-2H y 6-bromoindol. El1l producto fue
identificado por RMN de lH, 2H Yy 13C.

El espectro de RMN—ZH (Figura 24) presentaba una sola
sefial, asignada al 2H de la posicibén 6, a § 7,29 ppm. Los es-
pectros de RMN de 1H y 13C del producto deuterado junto a los
obtenidos para el compuesto sin deuterar, se pueden observar

en las Figuras 25 y 26; &stos se discutirén detalladamente en

el Capitulo IV.
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Figura 24: Espectro de RMN-2H de indol-3-carboxaldehido-6-2H.

Las rupturas principales obtenidas en el espectro de masas
y la relacidén de las intensidades de los fragmentos M+1/M/M-1

para el compuesto deuterado y sin deuterar, se ilustran en la

Figura 27.

IT.4. Sintesis de posibles intermediarios del camino catabélico

de gramina.

La sintesis de posibles intermediarios se realizd a partir
de indol-3-carboxaldehido (13) comercial; este compuesto y el
&cido indol-3-carboxilico (14), eran los finicos compuestos de
esta serie de que se disponia en el laboratorio.

La sintesis de 3-(hidroximetil)-indol (17) se realizé por
reduccién de 13 con borohidruro de sodio75; el producto obtenido

se purificlé por cromatograffa en columna de sflicagel y fue iden
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Figura 25: Espectros de RMN-lH de: a) indol-3-carboxaldehido-

6-2H; b) indol-3-carboxaldehido.

a
Fo,
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190 160 130 100
b
190 160 130 100

Figura 26: Espectros de RMN-13C de: a)indol-3-carboxaldehido-

6-2H; b) indol-3-carboxaldehido.
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Figura 27: Principales fragmentos en el espectro de masas
de indol—3-carboxaldehido-6-2H.(Relaci6n M+1/M/

M-1 en el indol-3-carboxaldehido: 11/96/100).

tificado por EM y RMN de 1H y 13C (Capitulo IV).

Se ensay6 también la reduccidn de 13 con hidruro de alumi-
nio y litio, pero en este caso se obtuvo un producto menos polar
que fue identificado por RMN-1H como 3-metilindol (27). Del mis-~
mo modo, cuando se intentd obtener 17 por reaccidn de 3-indolil-

litio con formaldehido en éter etflico, se obtuvo el isfmero
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1- (hidroximetil)-indol (28), el cual fue identificado por su

espectro de RMN-lH.

Los compuestos 3-(aminometil)-indol (6) y 3-(metilamino
metil)-indol (7) se sintetizaron segflin la técnica descripta
en literatura =, excepto que la reduccidén de la imina (29)
intermediaria en la obtencidén de 7 se realiz6 por hidrogena-
cidn catalitica sobre Pd/C. Los productos obtenidos fueron

13

identificados por RMN-""C y/o lH y por EM. Las secuencias

sintéticas utilizadas se esquematizan en la Figura 28.
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Figura 28: Sintesis de posibles metabolitos de gramina (5).
(a: BH,Na; b: MnO,K/HOK; c: ClOHNH,"; d: Aleacién

de Devarda; e: CH,NH, aq.; f: H,, P4d/C; g: H

3NH, AlLi.
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CAPITULO 111
Expeniencias con plantas

de cebada enteras
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El estudio del catabolismo de gramina en plantas de ce-
bada en desarrollo, requirié conseguir un método de crecimien-
to del material vegetal en condiciones totalmente controladas
y reproducibles, de modo que las experiencias se pudieran rea-
lizar en cualgquier é&poca del ano.

Por este motivo, las semillas se germinaron en una cémara
de crecimiento sobre arena calcinada y lavada, a temperatura
constante de 25°C y con luz natural suplementada con tubos fluo
rescentes Sylvania Gro Lux con fotoperiodos de 12 horas. Duran-
te los primeros 4 dias de desarrollo sb6lo se suministr$ agua
destilada a las pléntulas; posteriormente, se suministraron tam
bién las sustancias minerales necesarias a través de una solu-
cidén de riego, cuya composicidn se indica en la Tabla 4. De
este modo, se evitd el desarrollo sobre tierra, el cual resul-
taba indeseable por la falta de control que permitia en cuanto
a los materiales y microorganismos presentes en cada germinacibn
particular. Las plantas germinadas y crecidas en las condiciones
descriptas, presentaban un desarrollo normal al cabo de 30 dias,
periodo que se considerd suficiente para el estudio del catabo-
lismo del alcaloide.

En la Figura 29, se puede ver una fotografia de las plén-
tulas de cebada de 4 dias de desarrollo, crecidas en las condi-
ciones en que fueron cultivadas durante la presente tesis.

Una vez logradas las condiciones de desarrollo 8ptimas

para las plantas, se dosd el contenido normal del alcaloide en
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Tabla 4: Composicidn de la solucidn salina empleada en el

desarrollo sobre arena de plantas de Hordeum vufgare.

Sustancia Concentracibn
Mgso, 1,8 g/1
Ca(N03)2 1,0 g/l
Na,S0, 1,0 g/l
KCl 0,40 g/1
NaH,PO, 83 ng/1
MnCl2 30 mg/1
Fe2(SO4)3 16 mg/1l
Znso, 7,5 mg/1
H3BO3 7,5 mg/1l
KI 3,8 mg/l
Cuso, 13 ug/1
MoO 4 2,5 ug/1

raices y plantas enteras. De esta forma pudo determinarse la
etapa mé8s conveniente del desarrollo del vegetal para realizar
los estudios de catabolismo, como asi también la cantidad de
alcaloide que se debfa utilizar en cada experiencia, a fin de
perturbar en la menor medida posible el metabolismo de las

plantas.

Es conocido que las semillas de cebada no contienen
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Figura 29: Pl&ntulas de Hoadeum vulgare de 4 dias de

desarrollo, tal como fueron cultivadas durante

la presente tesis.

alcaloides y que éstos aparecen en los primeros dias de la

21,22,31,32

germinacidn . Como se indicd anteriormente (Capitulo

I, padgina 10), se encontraba descripto que la gramina aparece
en los tallos el tercer dia después de la germinacibén y perma-

nece en cantidades detectables hasta los 50 dias de desarrollo

de las plantas, aproximadamente18'33. Sin embargo, se hallaba

descripto que el contenido de gramina variaba con la época del

76,77

afio en cultivos de Phalanis arundinacea . Como la aparicidn
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del alcaloide en las plantas y su cantidad, podria estar in-
fluenciada también por las condiciones de crecimiento del ve-
getal asi como por la variedad de cebada utilizada en este
trabajo (MAGNIF 102 INTA), se decidid realizar una determina-

cidén cuantitativa.

ITII.1l. Dosaje del alcaloide en raices y plantas enteras.

La extraccién de las bases nitrogenadas desde el material
vegetal, se realizb macerando las plantas o rafices en un morte
ro con metanol:&cido clorhidrico concentrado (100:1,2). El
extracto se lavd con hexano y se separd por CCD preparativa
bidimensional sobre silicagel, utilizando como solventes mez-
clas de diclorometano:metanol:amonfaco concentrado (8:2:0,1) y
acetona:amonfiaco concentrado (100:1), respectivamente. La zona
del cromatograma correspondiente a gramina, se determind en
cada caso por comparacidén con muestras auténticas, y el alca-
loide se aisld por elucibn de la silicagel con metanol:&cido
clorhidrico concentrado (100:1,2). La solucibén asi obtenida
fue utilizada directamente para determinar el contenido de gra
mina enddgeno en plantas de cebada en desarrollo, comparando
la absorbancia a 276 nm en su espectro ultravioleta (obtenido
usando como referencia la solucidn proveniente de la elucién
de una zona del cromatograma libre de compuestos), con los va-
lores obtenidos para soluciones de gramina de concentracidn

conocida (Figura 30). Dado que enel espectro de gramina en solu-
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cidn de metanc.:&cido clorhidrico (100:1,2) (Figura 31l.b) los
méximos de absorbancia a 276, 269 y 287 nm se encontraban
mejor resueltos que en los espectros obtenidos en solucién de
metanol (Figura 31.a), se decidib medir los espectros degramina
extraida en cada determinacién directamente en el solvente

con que se desorbia de la silicagel.

En todos los casos, el m&ximo de absorcidn a 276 nm resul-
t6 ser el mejor resuelto del espectro, por lo cual se decidid
utilizar esa longitud de onda para las determinaciones cuanti-
tativas. No obstante, se determin6 el espectro completo de la
gramina extraida y no s6lo su absorbancia a 276 nm para tener
otro criterio mds de identificacién del producto aislado.

Los resultados obtenidos en raices(Figura 32) y plantas en
teras (Figura 33), indicaron que la gramina se hallaba presente
tanto en las raices como en la parte aérea del vegetal desde los
primeros dias del desarrollo, mayoritariamente en los tallos. El
hecho que la relacibén entre la cantidad del alcaloide presente
en tallos y raices sea mucho mayor para las plantas de 19 dias
que para las m&s j6venes, sugeriria una posible translocacién de
la gramina hacia las partes aéreas de las plantas; esto favorece
ria la dist~?" .cién homogénea del alcaloide suministrado y absor
bido por las raices en las experiencias que se describen a conti
nuacién.

A la luz de estos resultados, se decidid estudiar el catabo

lismo de la gramina utilizando plantas de cebada de 11 a 21 dfas
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Figura 31: Espectros ultravioleta de gramina (5); a: disuelta

en metanol; b: en metanol:HC1l (100:1,2).
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Figura 32: Contenido de gramina en funcién del tiempo en

rafces de plantas de cebada en germinacidn.

de edad, para asegurar que la adicibén externa de gramina perturba
se en la menor medida posible el metabolismo normal del alcaloi-
de, el cual esté presente en esa etapa del desarrollo de las plan
tas en una concentracién de 17 upgr/planta (Figura 33).

La gramina marcada que se utiliz6 en dichas experiencias, se
suministrd disuelta en la solucidn salina de riego (la disolucidn
del alcaloide se logr6 disolviéndolo previamente en la cantidad
‘minima de metanol y diluyendo hasta el volumen deseado con solu-

cidn salina de riego); la radiactividad suministrada se determind
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Figura 33: Contenido de gramina en funcién del tiempo en

plantas de cebada en germinacidn.

en una alficuota de dicha solucibn y el resto se administrd a
las plantas en el momento adecuado, distribuyendo la solucidn
cuidadosamente entre las raices de las plantas y evitando el
contacto con los tallos; de este modo, se aseguraba que la ab

sorcibn se realizaba exclusivamente a través de las raices.

IIT.2. Determinacibén de la cinética de absorcibén de gramina

por plantas de cebada en desarrollo.

Con el fin de conocer la eficiencia del sistema de inocu

lacidn del alcaloide y la etapa 8ptima para el estudio del
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catabolismo de gramina, se determiné la velocidad de absorcidn
de gramina por plantas de cebada intactas entre los 11 y 21
dias de edad, suministrando a las mismas gramina—l4c y determi
nando la radiactividad remanente en la arena a distintos tiem-
pos .

Para realizar estas experiencias las plantas se transfi-
rieron a vasos de precipitados a los 6 dias de edad (cada vaso
contenia el mismo nfmero de plantas y la misma cantidad de are
na), y fueron mantenidas dentro de la cé&mara de crecimiento, de
modo que las condiciones de desarrollo fueron totalmente equi-
valentes en todas las determinaciones.

Se utilizaron plantas de 11 y 14 dias de desarrollo, a las
cuales se les suministrd la cantidad de gramina—a—14c suficien-
te para tener una relacidn de 17 pgr de alcaloide por planta,
cantidad que se considerd adecuada puesto que correspondia a
una relacidn de slo 1 a 1,5 veces el contenido normal del al-
caloide (Figura 33, p&gina 71).

Las plantas fueron separadas de la arena en el momento ade
cuado,teniendo sumo cuidado en no danar las rafices las cuales
se lavaron con agua destilada dentro mismo del vaso de precipi
tados. Se agregd gramina fria a la arena y se extrajo exhausti
vamente con metanol:&cido clorhidrico (100:1,2) determin&ndo
se la radiactividad remanente en el extracto (alfcuotas de los
extractos analizadas por CCD demostraron que toda la radiactivi

dad presente se encontraba en la gramina gque no habfa sido ab
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sorbida por las plantas).

Las curvas de absorcién de gramina por plantas de cebada
de 11 y 14 dias de desarrollo se muestran en la Figura 34; las
mismas indicaron que el método de inoculacidn del alcaloide era
efectivo, puesto que la gramina era absorbida r&pidamente a tra
vés de las raices en las primeras horas siguientes al agregado
ex6geno del alcaloide marcado, disminuyendo luego la velocidad
de absorcidn probablemente debido a una disminucidn en la con-
centracién del alcaloide residual; dicha variacién, también po
dria estar influenciada por un aumento en el nivel enddgeno de
gramina. Para las plantas de 14 dias, la absorcién resulté ser
algo mé&s ripida en las primeras horas, aunque en ambos casos

se llegd al mismo valor final.

III.3. Obtencidn de la curva de velocidad de degradacidn de la

cadena lateral del alcaloide a diéxido de carbono.

El destino catab6lico de la cadena lateral de la gramina
habia sido investigado por Digenis y colaboradores44_46en tallos
etiolados de cebada, en una experiencia en la cual s6lo pudo
recuperarse una fraccidén de la radiactividad originalmente lo
calizada en la cadena lateral del alcaloide (Capitulo I, p&gi-
na 17 ). Los autores consideraron que debfan existir otros ca-
minos alternativos para la degradacidén de la gramina por plan-

tas de cebada.

Se decidid entonces determinar la importancia relativa del
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camino catab&lico en el cual el carbono a era eliminado como CO2
(y asi la posible existencia de otros caminos alternativos), pe-
ro en plantas intactas de cebada crecidas en condiciones norma-
les. Con este fin, se suministrd separadamente a plantas de 11
y 14 dias gramina- a-14C y se midid la radiactividad presente
en el co, expelido como una funcidén del tiempo. La cantidad de
alcaloide suministrado a las plantas fue nuevamente entre 1 y
1,5 veces el contenido normal de gramina en esa etapa del desa
rrollo de las plantas.

En la Figura 35 se muestra el perfil cinético de la evolu
cibén de CO2 radiactivo obtenido para plantas de cebada de 11 dias
junto a la correspondiente curva de absorcién de gramina; se ob-
serva una etapa de retraso de unas pocas horas seguida por un in-
cremento de la velocidad de degradacidn total, la cual alcanza
un méximo al cabo de 60 horas, disminuyendo después a medida que
se hace menor la cantidad disponible de gramina suministrada.

En la Figura 36 se presenta la curva correspondiente a plan
tas de 14 dias, junto a la correspondiente curva de absorcidn de
gramina; se puede observar que la etapa de retraso en la evolu-
cidn de CO2 radiactivo es mds corta que en las plantas de 11 dias
Yy que el mdximo de velocidad se alcanza también en menos tiempo.
Como en este caso la velocidad de absorcidn del alcaloide resultd
también mayor, esto indicaria la presencia de un metabolismo li-
geramente mds activo en las plantas de 14 dias.

Tanto con las plantas de 11 como con las de 14 dias, se
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Figura 35: Porcentaje de gramina—a-14C absorbida (A) y

de 14CO2 expirado (@) en funcién del tiempo,

por plantas de cebada de 11 dias. Los segmentos

s6lidos indican los periodos de oscuridad.
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Figura 36: Porcentaje de gramina—a-l4c absorbida (4) y de

14CO2 expirado (@) en funcién del tiempo, por

plantas de cebada de 14 dias. Los segmentos

s6lidos indican los periodos de oscuridad.



-78-

Tabla 5: Distribucidn de la radiactividad en las plantas

7 dias después de haberles suministrado gramina—a-14c.

Radiactividad en el Radiactividad en la
extracto MeOH:HCl (%) gramina aislada (%)
Raices 35 24
Parte
65 23
aérea

obtuvo una conversidn casi total (95% y 85% respectivamente) del
carbono-a de la gramina absorbida en didxido de carbono en un
periodo de 7 dias. La radiactividad no incorporada en CO, se en-
contrd en el extracto metanol:&cido clorhidrico de las plantas
utilizadas, segfin se indica en la Tabla 5.

Para determinar si la radiactividad remanente en la arena
era debida a la gramina suministrada que no habfa sido absorbida,
o a alglGn producto del catabolismo excretado por las plantas a
través de las raices, se agreg6 gramina fria a la arena y se rea
- 1126 la extraccibén en forma similar a la descripta en los expe-
rimentos de absorcidn, (Seccién III.2). La gramina extraida se

purificd por CCD preparativa encontrindose que contenia el total
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de la radiactividad presente en la arena al finalizar él expe-
rimento; se concluy6 entonces que aquélla era debida a la pre
sencia del alcaloide que no fue absorbido durante el transcur
so del experimento. Este procedimiento fue repetido en cada
experiencia en que se suministrd gramina-a-14c o gramina—2-14c,
obteniéndose en todos los casos resultados idénticos.

Con el fin de poder obtener mediciones durante el periodo
de oscuridad, lo cual permitirfia determinar si habia diferen-
cias en cuanto al metabolismo del alcaloide respecto al perio-
do en que las plantas reciben luz, se realizd una experiencia
utilizando plantas de 11 dias de desarrollo crecidas en condi-
ciones de "dia invertido" (con fotoperiodos de 12 horas pero
en los cuales la etapa de oscuridad coincidia con la de luz en
las experiencias anteriores) y suministrando la gramina radiac
tiva durante la etapa de oscuridad. Estas condiciones se logra
ron colocando la camara de crecimiento en un cuarto oscuro y
regulando los fotoperiodos de modo de obtener luz durante la
noche y oscuridad durante el dia. Excepto por esta diferencia,
el experimento se realizd en las mismas condiciones que los an
teriores.

La curva de evolucidn de CO2 radiactivo se presenta en la
Figura 37; en ella es evidente que la etapa de retraso es més
pronunciada y que la velocidad mé&xima se alcanza recién a las
80 horas; sin embargo, la conversidn total fue también del 90%

al cabo de 7 dias; o sea que la curva aparece retrasada en apro-
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Figura 37: Porcentaje de CO, expirado en funcién del tiempo,

2
por plantas de cebada de 11 dias creciendo con
fotoperiodos invertidos. Los segmentos s6lidos

indican los periodos de oscuridad.
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ximadamente 20 horas con respecto a la obtenida para plantas de
11 dias en las cuales la gramina se suministré durante un perio
do de 1luz.

Si bien no se determind la curva de absorcidén del alcaloide
en estas condiciones, estos resultados indicarian que las plan-
tas necesitan pasar al menos por una etapa de iluminacién para
seguir el proceso catabdlico normal y que la luz deberia influen
ciar en algunos de los pasos iniciales del catabolismo de la gra
mina.

Un aspecto notable de los resultados obtenidos fue que en
los experimentos que se iniciaron con plantas de 11 dias, la ve
locidad para la evolucidn de co, radiactivo fue mé&xima cuando la
edad de las plantas era de 13-14 dias, y caia notablemente cuan
do estas tenifian 16 dias, mientras en los experimentos en que se
utilizaron plantas que tenian 14 dias de edad, la velocidad mé&-
xima se alcanzd cuando las plantas tenian 16 dias. De aqui, se
deduce que el periodo de retraso observado no se debia aparente
mente a la falta de actividad enzimdtica sino a una plausible
acumulacién de gramina y/o intermediarios del camino catabdlico
del alcaloide en la planta.

Los resultados obtenidos indican que el carbono a de la ca-
dena lateral de la gramina se convierte cuantitativamente en CO2
en plantas de cebada intactas en desarrollo, y no se encontrd nin
guna evidencia para la existencia de otros caminos alternativos

que pudieran finalizar en otros productos, bajo condiciones expe-
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rimentales que no perturben el metabolismo de las plantas.

ITI.4. Inoculacidn de gramina—2—l4c.

Una vez determinado que el c-qo de la cadena lateral de la
gramina se degradaba totalmente a CO2 durante el catabolismo del
alcaloide en plantas de cebada intactas, se ensayd la inoculacidn
de un trazador marcado en una posicidén de la molécula m&s favora
ble para la determinacidn de los productos intermediarios en la
degradacidn del alcaloide. Con este fin se utilizéd gramina—2-l4c
la cual fue sintetizada a ese efecto segfin se describid en la 121-4
gina 28,

En una primera experiencia realizada con gramina—2—14C, se
utilizaron plantas de cebada de 11 dias de desarrollo. A los 7
dias de haberle suministrado el alcaloide, las plantas se cose-
charon separdndose en parte aérea y raices y se realizé una ex-
traccibn secuencial exhaustiva de cada fraccibn primero con me-
tanol y luego con agua, utilizando extractores Soxhlet. Se deter
mind la radiactividad presente en los extractos metandlicos y
acuosos como asi también en los residuos s6lidos no extraibles,
para lo cual se dej6 en digestidn una alicuota de cada seccidn
del vegetal con protosol78. Finalmente, se determind la radiac-
tividad remanente en el agua de riego y en la arena donde habian
crecido las plantas, la cual, como se indicd anteriormente (pé&-
gina 79), era debida a la gramina administrada que no fue ab-

sorbida por las plantas. Los resultados obtenidos se resumen en



-83-

la Tabla 6.

Los extractos metanblicos de raices y parte aérea fue-
ron separados por cromatografia en columna de silicagel, con
el fin de identificar los productos radiactivos presentes.
Sin embargo, la finica sustancia activa identificable fue gra
mina que no habfa sido catabolizada, la cual se identificd
por CCD utilizando testigos de muestra auténtica y una mezcla
de diclorometano:metanol:amoniaco concentrado (8:2:0,1l) como
solvente. La radiactividad recuperada en gramina correspondia
respectivamente, al 70 y 60% de la presente en los extractos
metandlicos de tallos y raices. El resto de la radiactividad
se encontrd distribuida en varias fracciones minoritarias, y
dada la pequena cantidad de masa presente no pudo ser asigna
da a ningGn compuesto en particular.

Se analizaron también los residuos s&lidos no extraibles
con metanol y agua, con el fin de determinar la radiactividad
presente en la fraccidn proteica y particularmente en el trip
tofano, ya que era conocido que dicho aminodcido es el precur
sor biosintético de gramina en tallos de cebada en germinacidn.
Como se indicd anteriormente (Capitulo I, p&gina 16), otros
autores habian estudiado la posibilidad de que el triptofano
fuera un catabolito de la gramina en tallos de cebada44; sin
embargo, los resultados obtenidos por este autor no estaban
de acuerdo coh los obtenidos por Wightman39 si bien hay que

’

considerar que unos determinaron la radiactividad presente en

44

el triptofano libre39 y otros en el hidrolizado de proteinas
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14, (a)

de gramina-2-"""C.

Fraccidn % Radiactividad Recuperada(b)
Total Gramina Proteinas Triptofano
Tallos 14% 8,2% - -
Extracto
metanblico
’ Raices 3,4% 2,2% - -
Tallos 0,1% - - -
Extracto
acuoso
Raices 0,03% - - -
Extracto
Arena 9,3% 8,5% - -
CH3OH:HCl
Agua de
Arena 5,4% 5,0% - -
riego
Tallos 1,2% - 0,9% 0,6%
s6lido (no
extraible)
Raices 0,7% - 0,5 -

(a): se utilizaron 230 plantas de 11 dias de desarrollo; la

cantidad de gramina-2—14

(2,5 x 10 dpm).

C suministrada fue de 22 ug/planta

(b): el signo "-" indica que ese item no fue analizado.
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Para tratar de determinar cudl era la hipétesis verdadera,
se aislé el triptofano unido a proteinas, previa hidrélisis del
tejido vegetal no extraible. De los métodos conocidos para la hi

dr6lisis de proteinas en tejido vegetal79

, se eligid la digestidn
en solucién de hidréxido de bario ya que en este medio no se pro
ducia la descomposicidén del triptofano. Se ensayaron también dis
tintos sistemas cromatogréficos adecuados para la separacidn de
amino&cidos en capa delgada preparativaao, eligiéndose silica-
gel como adsorbente y una mezcla de diclorometano: metanol:amo-
niaco (17%),(4:4:2) como solvente de desarrollo. En esas condi
ciones el triptofano presentaba Rf 0,8 , separdndose de los demés
amino&cidos, los cuales presentaban un Rf menor. De este modo se
separd el triptofano de la mezcla de aminodcidos provenientes

de la hidrdlisis (comparando con una muestra de triptofano autén

tico, el cual se revelaba con el reactivo de Ehrlich81

).

El anélisis de los resultados obtenidos en esta experiencia
(Tabla 6) indicdé que, contrariamente a lo gque se habifia propues-
to, la parte mayoritaria de la radiactividad suministrada ini-
cialmente presente en el nficleo inddlico de la gramina no se en
contraba en el tejido vegetal, después de 7 dias de haber sumi-
nistrado el alcaloide a las plantas. Se consider6 entonces la
posibilidad de que el C-2 de la gramina podria transformarse en
una molécula pequefia, probablemente CO,, la cual seria expelida

'por las plantas.

Para verificar esta hipdtesis se realizd una experiencia
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en condiciones idénticas a la anterior, pero recogiendo el CO2
expelido por las plantas durante 7 dias a partir de la adminis-
tracidén del alcaloide, en forma an&loga a las experiencias rea-
lizadas con gramina-a—14C (pédgina 73).

Los resultados obtenidos en esta nueva experiencia fueron
totalmente coincidentes con los obtenidos en la anterior, ya que
se observd que el 56,5% de la radiactividad suministrada (62%
considerando sblo la gramina-2-14c absorbida), se encontraba en
el CO2 expelido por las plantas durante los 7 dias siguientes a
la administracidén del alcaloide. La radiactividad recuperada des
de la arena y el agua de riego (8,5%) fue otra vez asignada a la
gramina no absorbida, segfin se determiné por extraccién y andli
sis por CCD. El material vegetal remanente no fue analizado, ya
que se habfan utilizado sb6lo 30 plantas y no fue el objetivo de
la experiencia.

En la Figura 38 se puede observar la curva de evolucibén de
CO2 radiactivo en funcién del tiempo para plantas de cebada de
11 dias, a partir del momento en que se suministr$ a las mismas
gramina-2—l4C. Comparando con el perfil cinético obtenido para
la degradacidn de gramina—a-l4c, (Figura 35, p&gina 76), es evi
dente que la etapa de retraso es mayor en este caso,ya quela ve-
locidad m&xima de evolucién de CO, radiactivo se alcanza recién
entre las 70 y 90 horas. Esto indicaria un proceso degradativo
‘secuencial del alcaloide, el cual comenzaria por la degradacidn

oxidativa de la cadena lateral con pérdida del C-a como Co, v
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Figura 38: Porcentaje de 14CO2 expirado en funcibén del tiempo
por plantas de cebada de 11 dias de desarrollo, a
partir de la administracidén de gramina-2-14c. Los

segmentos s6lidos indican periodos de oscuridad.
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posterior ruptura del anillo ind6lico, la cual produciria tam
bién la pérdida del C-2 de la gramina como CO, aunque no en
forma cuantitativa.

El hecho que la mayor parte de la radiactividad presente
en los extractos metanblicos de raices y parte aérea (afin des
pués de 7 dias) fuera debida a gramina absorbida no metaboliza
da, afin cuando la absorcién del alcaloide resultaba ser extre
madamente rapida (Figura 34, p&gina 74), sugeriria que el pri
mer paso en la degradacidén del alcaloide seria el que regula
la velocidad total de su catabolismo, mientras que los inter-
mediarios formados tendrian una vida media muy corta permane-
ciendo siempre en muy baja concentracién.

Con estos resultados y los obtenidos inoculando gramina-
—a-14C, se determiné el momento mds adecuado para intentar el
aislamiento e identificacién de los intermediarios en el ca-
tabolismo de gramina; para ello se utilizaron las cinéticas
de absorcidén del alcaloide y de evolucién de COo, radiactivo
en el tiempo (Figura 35, p&gina 76 y Figura 38).

En la Figura 39 se puede observar las curvas de radiacti
vidad presente dentro de las plantas en funcidn del tiempo:
la que provendria de gramina y/o intermediarios que afin con-
servan la cadena lateral del alcaloide (curva I) cuya méaxima
concentracibén se encontraria entre las 30 y 50 horas después
de haber suministrado el trazador, y la que provendria de in

termediarios y/o catabolitos finales que afin conservan el C-2
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Figura 39: Radiactividad dentro de las plantas proveniente

de compuestos con C-a y C-2 (curva I) y con

s6lo C-2 (curva II).
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originalmente presente en la gramina pero no el C-a (Curva II)
cuya médxima concentracién se encontraria entre las 100 y 120

horas después de la administracién del alcaloide. Los periodos
indicados, serfian los m&s adecuados para intentar la identifi

cacidn de los catabolitos de gramina a partir del alcaloide

marcado en la posicidn ao en la posicidn 2 respectivamente.

III.5. Inoculacidén de gramina-a-l3C.

Dada la dificultad encontrada en las experiencias anterio
res debido a la baja concentracidn de intermediarios del cata
bolismo de la gramina, y considerando ademds la inestabilidad
caracteristica de los compuestos ind6licos monosustituidos en
la posicidén 3 (como serian los primeros catabolitos de la gra
mina) se considerd la posibilidad de determinar la identidad
de alguno de ellos evitando el aislamiento desde el extracto
metandlico (con las consiguientes separaciones cromatogrédficas
que ello implica) y reduciendo a un minimo el tiempo de expo-

sicidén a la luz y, en general, la manipulacién de estos com-

puestos.

13

La RMN-""C provee una metodologia adecuada para este ti

po de experienciassz, ya que si se dispone de un trazador mar

cado con carbono-13 con alta especificidad en alguna posicidén

de la molécula, seria posible seguir esta marcacién determinan
13

do los espectros de RMN-""C en forma directa sobre los extrac

tos, sin necesidad de posteriores purificaciones; las sustancias
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que no posean la marcacidn isotépica actuarian como un "fon
do invisible" , debido a la baja abundancia natural de car-
bono-13, (1,1%).

Como se disponia de gramina—a—13

C (90% de enriquecimien
to isotbpico) la cual habfa sido sintetizada como se describid
en II.1.2 (p&gina 22), se realiz6 una experiencia con plan-

tas de cebada de 11 dias a las que se les suministrd: a un
14

conjunto gramina-a-~"C, y a otro gramina—a—13c. En el primer
caso, se determiné la radiactividad en el CO2 expelido por
las plantas hasta las 40 horas después de haberles suministra
do el trazador (experiencia control). De este modo, se podia,
por un lado asegurar la correspondencia con los experimentos
anteriores en que se utilizé gramina—a—l4c y por otro, deter
minar las fracciones de mayor concentracidén de catabolitos
y/0 gramina extrafdos desde la planta. El periodo de 40 horas
se eligi6 teniendo en cuenta las consideraciones discutidas
en la p&gina 88.

Al finalizar la experiencia, habia evolucionado como
CO2 el 29% de la radiactividad originalmente presente en el
alcaloide. Este resultado concordaba con los obtenidos en
la experiencia anterior en que se determind la cinética de
degradacidn del C-a de la gramina en plantas de cebada de
11 dias. (Figura 35, p&gina 76).

Las plantas enteras se extrajeron secuencialmente con

metanol y agua en atmésfera de nitrégeno y protegidas de la



-92-

luz. Los extractos metandlicos y acuosos se lavaron con hexano
para eliminar las ceras, y la fase de lavado fue deshechada ya
que resultd iractiva en la experiencia control cuando se ensa-
y6 por radiactividad. Los porcentajes de radiactividad encontra
dos en cada extracto de la experiencia control, se detallan en
la Tabla 7, (p&gina 98 ).

Los extractos metan6licos y acuosos se llevaron a sequedad
en un evaporador rotatorio a 25°C y protegidos de la 1luz, y se
guardaron hasta su utilizacidén a -20°C en oscuridad y bajo at-
mésfera de nitrdgeno. Los residuos de los extractos metandlicos
se disolvieron en una solucidn de cloroformo-d:metanol—d4 (1:1)
(4 ml), y se determinaron los espectros de RMN-13C en la fra-
ccidn soluble. Los residuos insolubles se disolvieron en agua
destilada (3ml), y se juntaron con los extractos acuosos; se
agregd agua deuterada (1 ml) , y se determinaron también los
espectros de RMN—13C. Los espectros obtenidos de los extractos
de la experiencia control se utilizaron como "blancos", para
los que se obtuvieron en las mismas condiciones en la experien
cia en que se suministrd gramina-a-lBC.

La comparacidn de los espectros obtenidos de los extractos
acuosos de ambas experiencias, (Figura 40, a y b, respectiva-
mente) , permitié distinguir la presencia de sehales adiciona-
les en el espectro correspondiente a la experiencia con grami-

13 - . .
na-a-""C, las cuales podian asignarse tentativamente a los pro

ductos iniciales del catabolismo de gramina, ya que estas se-
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fales, (indicadas con una flecha en la Figura 40. b),aparecerian
en la zona del espectro esperada para los catabolitos propuestos.
Comenzando desde campos altos, las senales a § 357 ppm, 42,7 ppm
y 175,0 ppm, podrian corresponder al C-o de 3-(aminometil)-indol
(6), 3-(metilaminometil)-indol (7) y &cido indol-3-carboxilico
(14), respectivamente. Se observd también en este espectro la pre
sencia de una sefial a 53,15 ppm, la cual correspondia a la gra-
mina—a—13C absorbida por las plantas, que no habia sido cataboli
zada durante el periodo en que se desarrolld la experiencia.
Extranamente, no se observaron diferencias en los espectros
realizados en metanol-cloroformo deuterados de ambos experimentos
aungue la radiactividad encontrada en el extracto metandlico de
la experiencia en que se utilizé gramina-a- 14C, era mayor en
ese extracto que en el acuoso. Esta aparente anomalia podia atri
buirse a una deficiente extraccién de las plantas con metanol y/o
una disolucidn menos eficaz en el solvente deuterado, en la expe

riencia en que se utilizé gramina-a-l3C. De todos modos, estos

CH,NH, CH,NHCH 4 COOH

4
Z
4

joy
(BN
[
o
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resultados fueron auspiciosos, ya que por primera vez parecia
encontrarse una evidencia para la existencia de los cataboli-
tos propuestos.

Para confirmar estos resultados, se sintetizaron las sus
tancias postuladas como metabolitos en la degradacidn de la
cadena lateral del alcaloide con el fin de poder comparar las
sefiales obtenidas en el espectro de RMN-13C anteriormente des
criptos, con los desplazamientos obtenidos para las muestras
auténticas.

Como se indicd anteriormente (pdgina 16), los compuestos
6 y 7 ya habian sido considerados por otros autores como posi
bles catabolitos de la gramina en cebada; adem8s, la presencia
de un sistema enzimdtico capaz de realizar una secuencia de
desmetilacidén como la propuesta, ya se habia determinado en
plantas de cebada en desarrollo para la degradacién del alca-
loide hordenina (i)83, realizando experiencias de observacidn
directa por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
carbono-13.

Como el carbono-o de la gramina se degradaba cuantitativa
mente a C02, se postularon también como posibles intermediarios
en el camino catab&lico, todos los compuestos con un solo car-
bono sustituyendo la posicién 3 del indol con diferentes grados
de oxidacidn. Asi, se sintetizaron: 3-(aminometil)-indol (6),
3-(metilaminometil)-indol (7), 3-(hidroximetil)-indol (17), in

dol-3-carboxaldehido (13) y &cido indol-3-carboxilico(14),
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seglin se describi6 en el Capitulo II.

Lamentablemente, no se pudieron determinar los espectros
de RMN-13C de los productos obtenidos en las mismas condicio-
nes que los realizados con los extractos vegetales acuosos,
debido a la baja solubilidad en agua de las sustancias sinte-
tizadas, por lo cual, los espectros se debieron realizar en
metanol:cloroformo. Los desplazamientos quimicos del C-a de
los compuestos analizados, en esas condiciones, fueron de 36,9
ppm, 46,7 ppm y 185,2 ppm, para los compuestos 6, 7y 14 res
pectivamente, los cuales no coincidian exactamente con las se
nales observadas en el espectro de la Figura 40.b; la senal
del C-a de la gramina presente en el extracto, coincidia con
la obtenida para el alcaloide. Si bien las diferencias de des
plazamiento quimico entre los C-a de las sustancias 6, 7 y 14
propuestas y las sefales observadas podrian atribuirse a efec
tos del solvente esto no pudo ser confirmado. Los desplaza-
mientos quimicos de las sustancias sintetizadas se discuten en
detalle en el Capitulo IV.

La fraccidn soluble en metanol:cloroformo deuterados ob-
tenida en la experiencia en que se suministrd gramina—a-14C
se fraccion6 segfin un método de aislamiento e identificacidn
de indoles simples desde plantas superiores, descripto en la
literatura84. Siguiendo ese procedimiento, se pudo determinar

que sblo el 7% de la radiactividad inicialmente presente en el

extracto, pasaba a la fase de tolueno en la que deberian encon
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trarse los posibles metabolitos 13, 14 y 17. La separacidn
cromatogréfica de esta fraccidén y los subsecuentes ensayos
de actividad, indicaron que la radiactividad se encontraba
en la fraccidén que contenia, entre otros compuestos, a 13
y 17 pero no en la que contenia 1l4. Sin embargo, la pequeiia
cantidad de sustancia impidid la posterior caracterizacidn.

Dado que el anédlisis de los espectros de los extractos
metanblicos de ambas experiencias indicaba la presencia de
azQcares libres en una proporcidn elevada, se intentd sepa
rar inespecificamente los azficares y aminodcidos del resto
del extracto. Esto se realiz6 disolviendo el residuo seco
del extracto metandlico no extraible con tolueno, con n-bu
tanol y extrayendo posteriormente la solucidén alcoh6lica
con agua saturada con n-butanol. De este modo, los azflcares
y aminodcidos pasaban a la fase acuosa mientras que la gra-
mina y los demds compuestos que se querian analizar permane
cian en la fase alcohdélica.

La determinacidn de la radiactividad presente en estos
extractos (Tabla 7), demostrd que sblo una fraccidn minorita
ria pasaba a la fase acuosa, mientras que el 90% de la acti-
vidad quedaba en la metanSlica. Se cromatografiaron en capa
delgada alicuotas de cada extracto utilizando solventes ade
cuados (p&gina 210), reveladores selectivos (ninhidrina, ani
saldehido/sulfirico) y testigos de azficares y amino&cidos,

con lo cual se obtuvo una buena separacién de los productos
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Tabla 7: Distribucidén de la radiactividad en las experien-
cias referidas en la Seccidén III.S.
Trazador: gramina—a-14c (1,14 x 106 dpm/mg; 20 ug/

planta).

Porcentaje de radiactividad recuperada

Extracto
Total Observaciones

Tolueno: 2,1%

Metanélico 38% n-butanol: 32,5% (gramina: 27%)
Agua: 3%

Acuoso 6% -

Arena 17% Gramina: 13%

CO3Ba 29% 14CO2 evolucionado en 40 horas

presentes en el extracto acuoso. En los cromatogramas obte-
nidos desde el extracto butanflico, no se detect6 la presen
cia de azficares y aminodcidos, demostrindose asi la eficacia
de la separacidn realizada.

Una vez encontradas las condiciones adecuadas para la
CCD del extracto acuoso, se realiz6 una radiocromatografia.
Se sembré aproximadamente 10000 dpm del extracto con el pro

p6sito de detectar en qué sustancias se encontraba la acti-
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vidad determinando la impresifn producida sobre una placa
radiogrdfica después de permanecer en contacto con el croma
tograma durante un tiempo adecuadoss. Al cabo de ese tiempo,
no se observé ninguna impresidn sobre la placa radiogréfica,
a pesar de que la cantidad de radiactividad sembrada era su
perior al umbral necesario para la deteccidén, segfin se com-
probé utilizando gramina radiactiva como testigo. Este resul
tado se interpretd entonces, considerando que la radiactivi-
dad estaria distribuida en una gran variedad de sustancias,
como hidratos de carbono y/o aminodcidos, por lo cual la con
centracién en cada zona en particular de la placa seria insu
ficiente para permitir su deteccidn. La radiactividad presen
te en dichos compuestos podria deberse a la remetabolizacidn
de una fraccidén del 14CO2 (producido en la degradacidén de
gramina) , durante el proceso fotosintético.

Finalmente, se analiz6 el extracto butanflico remanente,
el cual contenia la parte mayoritaria de la radiactividad to
tal extraida desde las plantas, utilizando las técnicas cro-
matogrdficas de rutina para el aislamiento de gramina. Nueva
mente, el alcaloide resultd ser el {inico compuesto activo
identificable. Este resultado junto a la evidencia obtenida
por RMN—13C en la experiencia en que se suministrd gramina-a-

C, pusieron de manifiesto una vez m&s las dificultades que

se encontraban en el estudio del catabolismo de gramina en

plantas de cebada en desarrollo, debido a la alta velocidad
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de degradacién del alcaloide y la consecuentemente baja

concentracifén de matabolitos intermediarios.

III.6. Experiencias de competencia y captura.

Como se indicd en la Seccidn III.5, los primeros cata-
bolitos de la gramina en plantas de cebada en desarrollo de
berian poseer una funcién oxigenada en el C-a; sin embargo,
tales compuestos no pudieron aislarse desde las plantas en
que se realizaron las experiencias. Asi, fue necesario utili
zar otros métodos alternativos para la determinacibén de tales
posibles metabolitos.

La presencia de un determinado intermediario en un pro
ceso catab6lico puede confirmarse suministrando a las plantas
ese compuesto inactivo después de haberles suministrado el
compuesto cuyo metabolismo se est8 estudiando marcado con un
is6topo radiactivo en una posicibén tal, que de tener lugar la
conversidn propuesta permanezca en el metabolito que se ensa
ya86. Si esta transformacidén realmente ocurre, el compuesto
inactivo agregado diluir& la marcacidn del producto enddgeno
formado disminuyendo asi la radiactividad especifica del pro
ducto final y acumul&ndose el intermediario radiactivo.

El estudio del catabolismo de gramina en plantas de ceba
da ofrecia un sistema adecuado para la utilizacidén de tales
técnicas de "captura", puesto que se disponia de los metaboli

tos que se deseaban ensayar y de un método estandardizado
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para la deteccién de la disminucién de la actividad especi-
fica, como era la determinacidn de la cinética de evolucibn
de CO2 radiactivo. Asi, la administracidén luego de un tiempo
de espera adecuado de un compuesto intermediario en la degra
dacidn de gramina—a—l4c a 14C02' deberia producir una curva

de evolucidn de CO2 radiactivo diferente de aquellas que se
habfan obtenido suministrando s&lo el alcaloide marcado en

la cadena lateral (esta curva se indicard como "normal" en

las experiencias que se describen a continuacidn).

Se realizaron entonces experiencias de competencia uti-
lizando gramina—a—14C y, separadamente, 3-(hidroximetil)-in
dol (17), indol-3-carboxaldehido (13) y &cido indol-3-carboxi
lico (14), los cuales, en los tres casos, se agregaron a las
plantas 48 horas después de haberles suministrado el alcaloi-
de; este tiempo se eligid teniendo en cuenta las observaciones
discutidas en la Seccidn III.4 (pagina 88). En todos los casos
se utilizaron plantas de 11 dias de desarrollo y las curvas
de evolucidn de CO2 radiactivo se obtuvieron tomando cada de-
terminacidén por duplicado, en la forma que se indicd en III.3.

En la Figura 41 se puede ver el resultado obtenido para
la experiencia realizada con indol-3-carboxaldehido; los circu

los negros representan la curva normal de evolucidén de 14CO

2
a partir de gramina—a-14c (pdgina 76), mientras que los trién
gulos corresponden a la curva obtenida en esta experiencia.

Es evidente la separacidén de las curvas debido a la dilucién
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Figura 41: Biodegradacidén de gramina—a-14C. Experiencia de
competencia con indol-3-carboxaldehido (a) agrega
do a las 48 horas, comparada con la curva normal

(b) de la Figura 35.
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isot6pica del producto marcado después de la administracidn
del aldehido frio, lo cual indicaria su existencia como cata-
bolito de gramina; la respuesta inmediata indicaria la presen-
cia de un metabolismo activo en ese momento, lo que estaria de
acuerdo con lo previsto de acuerdo al andlisis realizado en
III.4 (p&gina 88).

Otro resultado interesante obtenido del andlisis de la
Figura 41, surgib de la observacidén del tiempo que tardaban
las plantas en recuperar el valor normal de radiactividad evo
lucionada como CO2 a partir del momento en que se suministrd
el aldehido, y que resultd ser de aproximadamente 60 horas:
éste seria el tiempo requerido por el sistema enzimdtico para
degradar el exceso de intermediario administrado en la expe-
riencia. Dado que como ya se indicd, el sistema era activo en
ese momento, ese tiempo indicaria la capacidad limitada de las
plantas de cebada en cuanto a la cantidad de sustancia que po
dria ser biodegradada simultineamente.

En la Figura 42 se muestran las curvas de evolucidn de CO2
radiactivo obtenidas en las experiencias en que se ensayaron
separadamente 3- (hidroximetil)-indol y &cido indol-3-carboxili-
co. Nuevamente resultd notable la separacidn de las curvas co-
rrespondientes a las experiencias en cuestidn respecto de la
curva "normal" indicada en linea de trazos, lo que indicaria el
papel de intermediarios que tendrian los compuestos ensayados,

en el catabolismo de gramina en plantas de cebada en desarrollo.
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Figura 42: Biodegradacidén de gramina—a-l4c. Experiencias de
competencia con 3-(hidroximetil)-indol (®) y &cido
indol-3-carboxilico (A) agregados a las 48 horas;

(===—- : curva normal).
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Un andlisis m&s minucioso de las curvas obtenidas en las
tres experiencias, permitié inferir que la secuencia metab&li
ca para la degradacidén de la cadena lateral del alcaloide,
seria: gramina (5) --e 3-(hidroximetil)-indol (17) — indol-
3-carboxaldehido (13) —s &cido indol-3-carboxilico (14) --»
C02, va que la recuperacién de la velocidad normal de evolu-
cidén de CO2 radiactivo se produjo mucho més ripidamente en la
experiencia de competencia con 14, (aproximadamente 20 horas),
que en los otros dos casos, indicando asi una relacidn m&s di
recta entre el dcido y el Coz; por el contrario, cuando se
administrd 17, no se recuperd la velocidad de evolucidn de CO2
radiactivo normal afin después de las 60 horas. Esta secuencia
resultaba ademis ldgica desde el punto de vista estructural.

Para verificar fehacientemente que la disminucidn en la
evolucidn de CO2 radiactivo se debia efectivamente a la exis-
tencia de los productos ensayados como catabolitos de gramina
Y no a una perturbacién del sistema enzimitico por el agregado
de una sustancia extrafa, se realizd una experiencia idéntica
a la anterior en que se suministrd indol-3-carboxaldehido ex-
cepto que no se mididé la evolucibén de CO2 radiactivo. A las 24
horas de haber administrado el aldehido, las plantas se cose-

charon y se aislé el compuesto ensayado desde el vegetal, uti-

lizando el método de Magnusa4.

La fraccifén de elucibn de la columna cromatogr&fica que

contenia indol-3-carboxaldehido (13), mostrdé ser activa cuando
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radiactividad, permaneciendo la misma en el

aldehido cuando éste se recristaliz6 desde etanol previo

agregado de indol-3-carboxaldehido frio. La pequeha incor-

poracidn obtenida (2% de la radiactividad suministrada),

indicaba una vez m&s la baja concentracidn de intermediarios

presente normalmente en las plantas. La comprobacibén de la

existencia de

indol-3-carboxaldehido como catabolito de gra

mina utilizando la técnica de "captura" descripta, se reali

z6 sblo con esta sustancia, puesto que su mayor estabilidad

comparada con

los otros compuestos ensayados, permitia la

realizacién de las determinaciones descriptas.

Los resultados obtenidos en estas experiencias, sumados

a los obtenidos por Digenis utilizando tallos aislados en

. 4 cps , .
oscuridad =, permitirian proponer la secuencia de la Figura

43 para la degradacidn de la cadena lateral de la gramina (5)

en plantas de
objeto de una
tulo; péagina

Dado que

de la gramina

cebada. (El rol del 3-(hidroximetil)-indol seré
discusibén mds detallada al final de este Capi-
151).

se conocia la cinética de degradacién del C-2

a C02, (Seccibébn III.4, pdgina 82), se considerd

factible aplicar las mismas técnicas de competencia descriptas

més arriba, para la identificacidén de los catabolitos siguien

tes en la degradacidén de la gramina en plantas de cebada in-

tactas en desarrollo.

Como se indicd anteriormente (p&gina 86), la degradacidn
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Figura 43: Esquema propuesto para la degradacidn de la

cadena lateral de gramina.

del anillo ind6lico de la gramina podria seguir diferentes ca-
minos, el més impoftante de los cuales implicaria su ruptura,
con desprendimiento del C-2 como C02. Para explicar este camino
de biodegradacidn se postularon dos posibilidades mecanisticas,
las cuales se esquematizan en las Figuras 44 y 45.

Dado que el triptofano (1l1l) se aislaba radiactivo, aunque
con muy baja actividad especifica, desde las plantas a las que
se les habia suministrado gramina—2—l4C Yy como era conocido35'87
que dicho amino&cido se degradaba hacia &cido antranilico (30)

. con pérdida del C-2, se planted la posibilidad de que la gramina

se transformara en triptofano y que las experiencias realizadas

para detectarlo fallasen por no haberse determinado con precisién
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Figura 44: Camino metab&lico hipotético para la biodegra-

dacién del anillo heterociclico de la gramina.
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Figura 45: Camino metab&lico hipotético para la biodegra-

dacidén del anillo heterociclico de la gramina.
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el momento en el cual deberia buscarse dicho aminodcido, a
partir de la administracidén del alcaloide marcado. Por analo-
gia con la biosintesis de triptofano35, esta hipbtesis plan-
teaba el intercambio de un grupo oxigenado en la posicidn 3
del indol, probablemente fosforilado, con un resto serina. Si
bien la formacién de un éster fosfbérico como paso previo a la
obtencidn de triptofano, no justificaria la existencia de &ci-
do indol-3-carboxilico (14) como Gltimo catabolito en la degra
dacién de la cadena lateral de la gramina, esta posibilidad se
analizd igualmente ya que no se conocian los requerimientos
que el sistema enzimdtico necesitaria para realizar la trans-
formacidén propuesta. Si esta hipbtesis (Figura 44) fuera correc
ta, el triptofano deberia detectarse en una experiencia de com
petencia realizada en las mismas condiciones que las descriptas
anteriormente, pero dejando un tiempo de espera algo mayor, ya
que este proceso deberia ocurrir inmediatamente después de la
formacidn del &cido indol-3-carboxilico.

La otra hip6tesis (Figura 45), se planteé§ considerando un
camino degradativo similar al que ocurre con el triptofano35’87;
éste implicaria la oxidacidn directa del &cido 14 con ruptura
de la unidn 2-3 del anillo indflico y formacién del &cido N-for
milisatinico (31), (el compuesto andlogo a la N-formilkinurenina
presente en el catabolismo del triptofano). Este compuesto se
descarboxilaria a &cido N-formilantranilico (32), (pérdida del

C-a de la gramina como C02), el cual en una etapa posterior
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perderia el grupo formilo como formiato, el cual se oxida-
ria subsecuentemente a COZ' (pérdida del C-2 de la gramina).
El hecho de que el C-2 fuera eliminado como formiato que
puede ser incorporado al metabolismo general de C-1 de las

plantasBB’89

, explicaria la menor conversién de C-2 en co,
(62%), comparado con el C-a (90%).

Para tratar de encontrar evidencias en favor de uno u
otro mecanismo, se realizaron experiencias de competencia
ensayando separadamente con triptofano (11), &cido N-formil
antranilico (32) y formiato de sodio, y se determiné la evo

lucidn de 14CO2 a partir de la administracidén de gramina-2-

14C. El triptofano se agreg6 54 horas después del alcaloide,
mientras que el &cido N-formilantranilico y el formiato se
suministraron después de 80 horas, de acuerdo a lo discutido
en la Seccién III.4.

Como se puede observar en la Figura 46, los resultados
obtenidos en estas experiencias no permitie;on obtener corre
laciones seguras sobre los compuestos ensayados, ya que los
valores de radiactividad en CO2 obtenidos en los casos de com
petencia, no diferian en forma significativa de aquellos ob-
tenidos cuando s6lo se suministrd gramina—2-14C. Sin embargo,
una observacién mis minuciosa indicaria que la adicién de
formiato (curva ¢ de la Figura 46) produjo cierta dilucién
isotbpica, al igual que el triptofano (curva a), aunque este
iltimo en menor proporcién, lo que permitiria asignar tenta-

tivamente la posible intermediacién de ambos compuestos en
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Figura 46: Biodegradacién de gramina-2-14C. Experiencias de
competencia con triptofano agregado a las 54 horas
(a); &cido N-formilantranilico (b) y formiato de
sodio (¢) agregados a las 87 horas; (----- : curva

normal).
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el proceso de ruptura del anillo ind6lico de la gramina.
Esto estaria de acuerdo para el caso del triptofano con lo
observado en las experiencias descriptas en III.4.

Si bien el &cido N-formilantranilico no produjo una
alteracibén apreciable de la curva de evolucidn de 14C02’
(curva b), la extraccidén de las plantas al final de la ex-
periencia permiti8 (previa dilucidn con el compuesto puro),
aislar el &cido 32 marcado, aunque en pequefla proporcién. Si
bien este filtimo dato favoreceria la hipbtesis de la Figura
45, la degradacidn del anillo ind6lico de la gramina no pudo
ser elucidada fehacientemente realizando experiencias de

competencia.

III.7. Experiencias con indol—3-carboxaldehido—2—14c y &cido

indol—3—carboxilico—2-l4c.

Como se indicd anteriormente, la etapa limitante de la
velocidad en el proceso catab6lico de la gramina en Hoxdeum
vulgare deberia ser el primer paso de su degradacidn. De este
modo la concentracién de intermediarios en el camino catabd-
lico resultaba insuficiente para su deteccién. Era probable
también que a medida que se alejase del alcaloide en el pro-
ceso degradativo la concentracidén de intermediarios fuera afin
menor, razdn por la cual las experiencias en que se intenté el
aislamiento de catabolitos producidos por la degradacién del
anillo ind6lico del alcaloide (aGn utilizando técnicas de com

petencia), fallaban cuando se utilizd gramina radiactiva como
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trazador. Se consider6 entonces la administracién de un in-
termediario que estuviese més cerca en el camino degradativo
de los compuestos que se deseaban identificar, de modo de
producir un aumento en la concentracién de catabolitos tal
que hiciera posible su aislamiento e identificacidn.

Como se indic6 en la Seccidén III.6, el indol-3-carboxal
dehido (13) era efectivamente un catabolito de la gramina en
plantas de cebada en desarrollo y dado que este compuesto
cumplia con los requerimientos enunciados en el parrafo an-
terior, se sintetizd indol—3-carboxaldehido—2—14c segflin se
indicdé en la Seccidn II.2. El aldehido radiactivo se adminis
trd a las plantas de cebada de 14 dias de desarrollo.

En una primera experiencia, se determiné la evolucidn
de 14CO2 expelido por las plantas durante 5 dias a partir
del momento en que se suministrd el trazador, trabajando en
las mismas condiciones gue las descriptas en III.3. La curva
de evolucidn de 14CO2 en funcién del tiempo obtenida en esta
experiencia, indicd una mayor velocidad de degradacidn del
anillo inddlico que en el caso de la gramina—2-14c. Este
resultado (Figura 48, curva I; pégina 126), concordaba con
el hecho que el aldehido fuera, a su vez, un producto del ca-
tabolismo de la gramina y que el mismo no se acumulara en el
vegetal.

En esta experiencia se encontrd que aproximadamente el

40% de la radiactividad suministrada estaba presente en el
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extracto metandlico de la arena y el agua de riego remanente
al finalizar la misma. El andlisis de ese extracto por CCD
preparativa y CLAR, permitid determinar que la actividad se
debia a la presencia de indol-3—carboxaldehido—2—l4c que no
habfa sido absorbido por las plantas. Se extrajeron también
separadamente los tallos y las raices con metanol y se deter-
miné la radiactividad presente en cada fraccidn, la cual fue
del 3% y 12%, respectivamente.

Se repitid la experiencia utilizando plantas de 14 dias
y recogiendo el CO2 evolucionado durante 48 horas y durante
7 dias; en todos los casos se procedid de la misma forma que
en la primer experiencia y se encontraron resultados equiva-
lentes en cuanto a la cantidad de radiactividad presente en
la arena y agua de riego remanente. Nuevamente &sta fue asig-
nada al aldehido que no habia sido absorbido por las plantas,
seglin se determiné por CCD y CLAR.

Los resultados obtenidos en esta experiencia se encuentran
resumidos en la Tabla 8. En ella se puede observar que la ma-
yor parte de la radiactividad presente dentro del vegetal se
encontraba en las raices, lo cual sugeria una deslocalizacidn
del proceso degradativo del alcaloide hacia las raices a medi
da que se avanzaba en la secuencia metab&lica.

Los extractos metanflicos obtenidos en estas experiencias
se analizaron por CCD preparativa en silicagel utilizando dis-

tintos solventes (pdgina 216 ) y compar&ndolos con muestras de
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Tabla 8: Distribucibén de la radiactividad presente en las

plantas de Hoadeum vulgare a las que se suministrd

indol-3-carboxaldehido-2-l4c.

Fraccidn % de Radiactividad?®
Tiempo del b
vegetal Total Gramina Ald. 13 Acido 14 CO,
Raices 45 - 12,9 13,9
48 hs. 30
Tallos 5,5 1,3 1,8 2,5
c Raices 18 - 6,5 9,1
166 hs. 55
Tallos 3,5 1,5 0,7 1,1

4
a: respecto al indol-3-carboxaldehido-2—1’C(ig) absorbido;

b: recogido como CO.,Ba;

3

c: promedio de dos determinaciones.

indol-3-carboxaldehido (13), &cido indol-3-carboxilico (14) y
gramina (5) auténticas. De esta forma se determiné la distri-
bucidn de la radiactividad en los extractos y en particular,
en los compuestos antes mencionados.

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 8; en ella
se puede observar que los tres compuestos mencionados se encontra
ban marcados en todas las experiencias aunque la distribucidn
de la radiactividad era diferente a las 48 horas que a los 7

dias de haber suministrado a las plantas el compuesto radiactivo.
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Como era de esperar, el mayor porcentaje de aldehido sin de
gradar dentro de las plantas se encontr$ en la experiencia
gque se finaliz6 a las 48 horas.

Aunque de estas experiencias se pudieron inferir sélo
conclusiones estimativas, resultd otra vez llamativo el he-
cho que la mayor parte de la radiactividad suministrada se
encontraba en las fracciones correspondientes a los tres
compuestos analizados, ya que no se encontrd ninguna otra
zona del cromatograma con actividad comparable a las co-
rrespondientes a las sustancias ensayadas. Esto sugeria
una vez mas que la concentracién de catabolitos que tuvieran
ya degradado el nficleo inddlico original del alcaloide de-
beria ser muy baja, an cuando se utilizaba indol-3-carbo-
xaldehido como trazador.

Con el fin de determinar fehacientemente la presencia
de los compuestos mencionados en el metabolismo del indol-
3-carboxaldehido (13), ( y por lo tanto de la gramina) en
plantas de cebada en desarrollo, se realizaron dos experien
cias simulténeas realizadas en condiciones experimentales
idénticas en las que se suministrd indol-3-carboxaldehido-
2-14C (20 ug/planta) a plantas de 14 dias; en una de ellas,
realizada como control, se utilizaron 50 plantas y se reco
gi6 el CO,expelido a partir de la administracidén del traza
dor; en la otra experiencia,se utilizaron 500 plantas las

cuales se cosecharon a las 78 horas de haberles suministrado
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el trazador, se separaron en raices y parte aérea y se extra
jeron separadamente con metanol. Del mismo modo que en las
experiencias anteriores, se determind la radiactividad rema-
nente en la arena y el agua de riego al finalizar la experien
cia la cual nuevamente resultd ser debida al aldehido(13) ra-
diactivo que no fue absorbido por las plantas seglin se determi
nd por CCD y CLAR.

La reproducibilidad de ambas experiencias pudo determi-
narse por an8lisis de los extractos metanSlicos obtenidos por
CCD. El aspecto de un cromatograma obtenido se presenta en
la Figura 47. De este modo,se pudo detectar la presencia de
sustancias con propiedades cromatogrdficas idénticas (en cuan-
to al valor del Rf y a las caracteristicas del revelado con
elreactivo de Ehrlich) a gramina (5), &cido indol-3-carboxi-
lico (14) e indol-3-carboxaldehido (13). Como se indica en la
Figura 47, la distribucidn de estas sustancias fue diferente
en tallos que en raices lo cual sugeria nuevamente la separa
cidén de las diferentes etapas del proceso degradativo de la
gramina en plantas de cebada. Asi, se encontrd gramina (5)
(en cantidades detectables con las té&cnicas empleadas) en los
tallos pero no en raices, mientras que la sustancia asignada
como &cido indol-3-carboxilico (14) s6lo fue detectada en los
extractos de raices. En este filtimo extracto, se pudo observar
también la presencia de una sustancia que en el sistema cro-

matogrdfico indicado en la Figura 47, presentaba un Rf 0,4 y
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que revelaba con el reactivo de Ehrlich; esta sustancia tam-
bién resulté activa cuando se ensayd por radiactividad, repre
sentando aproximadamente el 10% de la radiactivadad total del
extracto.

La radiactividad evolucionada como CO2 en la experiencia
"control” fue de 39% al cabo de 78 horas (52% considerando
s6lo el aldehido absorbido por las plantas); este valor resul-
taba concordante con los obtenidos en las experiencias ante-
riores, seg@in se puede observar en la Figura 48 (pdgina 126)

Del mismo modo que en las experiencias anteriores, las
fracciones mayoritarias de la actividad presente en los extrac
tos metanblicos correspondian a compuestos que mantenfan afin
intacto el anillo inddlico, ya que esas sustancias revelaban
con el reactivo de Ehrlich. Asi, el destino del nficleo indb-
lico de la gramina en las plantas de cebada quedaba otra vez
indeterminado. Sin embargo, resultaba sumamente interesante
la posible presencia de gramina marcada producida a partir de
indol—3—carboxaldehido-2—14C, ya que este resultado indicaria
la reversibilidad del camino metabdlico gramina —es indol-3-
carboxaldehido.

Como se indic6 en el Capitulo I, (p&gina 12) , esta po
sibilidad habia sido descartada por otros autores.

Se procedid entonces a aislar desde los extractos meta
nélicos de tallos y raices, indol-3-carboxaldehido (13) &cido

indol-3-carboxilico (14) y gramina (5), para lo cual se rea-
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1lizdé una cromatografia en columna utilizando los solventes
adecuados (p&gina 216). Las fracciones correspondientes a
cada una de las tres sustancias se purificaron posteriormen
te por CLAR preparativa en fase reversa utilizando una co-
lumna Altech RP 18 y como solvente una mezcla de etanol:
agua:8cido acético glacial, (20:79:1). Los eluatos obteni-
dos para las fracciones que presentaban tiempos de retencidn
idénticos a las tres sustancias en cuestidn, se ensayaron
por radiactividad, encontrdndose que todos eran activos.
Finalmente, se determinaron los espectros de masa de las
sustancias aisladas en cada caso, los cuales resultaron
idénticos a los obtenidos con muestras auténticas de in-
dol-3-carboxaldehido, &cido indol-3-carboxilico y gramina.

Por otra parte, la sustancia que revelaba positivo con
el reactivo de Ehrlich, indicada en el cromatograma de la
Figura 47, se aisld desde el extracto metanélico de raices
por cromatografia en columna. Sin embargo, debido a la es-
casa masa del producto obtenido no fue posible su posterior
caracterizacidn. Este producto, ensayado por radiactividad,
demostrd poseer el 1,7% de la actividad inicialmente sumi-
nistrada a las plantas.

Los resultados obtenidos en esta experiencia se resu
men en la Tabla 9. Los mismos indican que parte del carbo-
no-2 del aldehido se degradaba a C02, siendo el &cido in-

dol-3-carboxilico uno de los intermediarios de ese proceso;
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Tabla 9: Productos del metabolismo de indol-3-carboxalde-

hido(a)en Herdeum vufgare luego de 78 horas.

Sustancia % de incorporacibn absoluta(b)
Tallos Raices Total

Gramina (5) 1,5% - 1,5%
Acido indol-3-

- 8,4% 8,4%
carboxilico (14)
Indol-3-carboxal

0.8% 4,1% 4,9%
dehido (13)
Compuesto

- 1,7% 1,7%
Ehrlich (+)
Experimento control
CO2 52%

(a): se suministré 20 ug/planta (7,2 x 106 dpm) .
(b): los datos corresponden al porcentaje de incorporacién

respecto del aldehido (14) absorbido por las plantas.
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este resultado fue coincidente con los obtenidos en las ex
periencias de competencia descriptos en la Seccién III.6.

Una vez mis el hecho de haber encontrado &cido-indol-3-car
boxilico marcado, s6lamente en el extracto proveniente de

raices y que adem&s, la mayor parte del aldehido recuperado
sin catabolizar desde las plantas se encontraba también en
esa fraccidén, indicaria la deslocalizacidn del proceso ca-

tab8lico desde los tallos (donde seria bjiosintetizada la

graminago’91

) hacia las raices, en las etapas posteriores
del catabolismo del alcaloide en Hoadeum vulgare.

En esta experiencia se pudo confirmar también la exis
tencia del indol-3-carboxaldehido como precursor biosintéti
co de gramina en plantas de cebada en desarrollo lo cual,
como se indic6 anteriormente (pdgina 12), habia sido des-
cartado por otros autores. Esta aparente contradiccibn, po
dria explicarse teniendo en cuenta que la gramina es degrada
da rapidamente por las plantas de cebada afin en los primeros
dias de la germinacibén y un tiempo de espera excesivo entre
el momento de suministrar el precursor (el cual es también
rapidamente degradado) y el aislamiento de la gramina podria
conducir a resultados errdneos.

Una vez mis,los resultados obtenidos no permitieron in
ferir ninguna secuencia catabblica para la degradacidn del
anillo inddlico del indol-3-carboxaldehido y consecuentemen

te de la gramina, ya que, como se indicé anteriormente la
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mayor parte de la radiactividad presente en los extractos
metan6licos de las plantas se encontrd en las sustancias fi
nalmente identificadas las cuales conservaban todavia intac
to el sistema inddlico. Este resultado sugeria nuevamente
que la velocidad de degradacién del anillo heterociclico de
beria ser sumamente r&pida y la concentracién de metabolitos
intermediarios entre el &cido indol-3-carboxilico y el co,
(de C-2) consecuentemente pequeiia.

Con el mismo criterio seguido en las experiencias ante
riores y dado que no se pudieron determinar los productos de
degradacidén del anillo ind6lico y que el &cido indol-3-car-
boxflico (14) seria el Gltimo catabolito de gramina en que
se mantendria intacto el sistema heterociclico, se llevd a
cabo una experiencia utilizando como trazador este compues-
to marcado con carbono-14 en la posicidén 2, para lo cual se
lo sintetizd segfin se describid en II.2.

Se determind entonces la cinética de degradacibén del
carbono-2 del &cido indol-3-carboxflico a CO, utilizando plan
tas de cebada de 14 dias de desarrollo. La Figura 48 muestra
la curva de evolucién de 14CO2 en funcidén del tiempo obteni
da, donde se puede observar que la velocidad en la elimina-
cidn de 14CO2 por las plantas resultd mayor en esta experien
cia (curva II) gque cuando se utilizé indol-3-carboxaldehido-

14

-2-7"C, (curva I); (esto estaria de acuerdo con la relacién

secuencial propuesta para estos dos compuestos en el cata-
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bolismo de gramina en Hoadeum vulgare). En esta experiencia,
se obtuvo una conversidn del 66% del &cido suministrado en
14CO2 al cabo de 7 dias (82% considerando s6lo la radiactivi-
dad absorbida por las plantas).

La experiencia anterior se repitid en condiciones idénti
cas pero utilizando un nfimero mayor de plantas y se determiné
la radiactividad presente en los extractos metanflicos de raices
y parte aérea. Dichos extractos fueron procesados utilizando
las técnicas cromatogr&ficas habituales, no encontr&ndose nin
guna evidencia de la acumulacidn de intermediarios del camino
degradativo que finalizaba en CO, en cantidades suficientes pa
ra permitir su aislamiento y su identificacién.

La radiactividad remanente en la arena y el agua de riego
al finalizar la experiencia, se encontrd en el &cido indol-3-
-carboxilico aislado desde esas fracciones el cual fue identi
ficado por CCD y CLAR. Los resultados obtenidos se indican en
la Tabla 10.

La fraccibén mayoritaria de la radiactividad se encontrd
en el co, expelido por las plantas. En la experiencia indica-
da como II en la Tabla 10 se determind que a las 2 horas de ha
ber suministrado a las plantas el &cido indol-3-carboxilico-
2-14C ya se obtenia CO2 radiactivo (los valores obtenidos fue-
ron 0,16%, 0,28%, 0,43%, 0,61% y 1,46% de la radiactividad su
ministrada, a las 2, 4, 6, 8 y 10 horas respectivamente), lo

cual indicaba otra vez la alta velocidad con que se degradaba
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Tabla 10: Inoculacién de &acido indol—3—carboxilico—2-l4c.

(a)

Tiempo Porcentaje de Radiactividad (%)
(horas) Tallos Raices Arena co,
I. 97 1,8 4,2 15 17
II. 48 5,9 7 29,6 49
III. 123 1,7 1,8 11 78

(a) : respecto de la radiactividad absorbida.

100

$ de Radiactividad

0 50 100 150
Tiempo (horas)

Figura 48: Porcentaje de radiactividad en el C02, a partir
de indol-3-carboxaldehido-2-l4c (curva I) y &cido

indol-3—carboxilico-2-14C (curva II).
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el anillo inddlico a partir de los catabolitos de gramina
que ya presentaban funciones oxigenadas en la cadena lateral.
Un aspecto interesante de los resultados obtenidos en
esta experiencia fue que no se encontrd gramina marcada en
los extractos metan6licos de las plantas, lo cual indicaria
que en el metabolismo de estos compuestos ind6licos en Hoxrdeum
vulganre la formacidén de &cido indol-3-carboxflico seria un
proceso irreversible después del cual se produciria la expul
sién del C-a y la ruptura del anillo heterociclico. Tampoco
se detectd el compuesto mencionado en la p&gina 118 como
Ehrlich positivo, lo cual indicaria que el mismo no estaria
involucrado en el proceso degradativo en estudio sino tal vez
en la conversién indol-3-carboxaldehido (13)— gramina (5)
o en algGn camino secundario del metabolismo de 13. Por esta

razdén ese compuesto no fue posteriormente investigado.

III.8. Experiencias con tallos de cebada.

Los resultados obtenidos en las experiencias anterior-
mente descriptas sugerian que el proceso degradativo de la
gramina en Hoadeum vulgare comenzaria en los tallos del ve-
ge£a1 donde el alcaloide se encuentra en mayor concentracidn,
pero se desplazaria hacia las raices a medida que se avanzaba
en la secuencia catabb6lica y que el proceso total, el cual
finalizaba mayoritariamente en CO2 (tanto cuando se utiliza-

ba gramina—a-l4c o} gramina—2-l4C) una vez comenzado se produ-
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cia en forma contfnua sin acumulacién de ningfin intermediario.

Se considerd entonces la posibilidad de "fraccionar" la
secuencia degradativa utilizando s6lamente los tallos en vez
de las plantas enteras, ya que, si el alcaloide fuera absorbi
do por 1los tallos, el proceso catab&6lico tendria que llegar
s6lo hasta la etapa permitida por los sistemas enzimiticos pre
sentes en las partes aéreas produciéndose probablemente la acu
mulacién del Gltimo catabolito formado en los tallos. Asi, se
realizaron experiencias utilizando tallos de plantas de cebada
de 14 dias de desarrollo, y gramina—2-14C (en una relacién de
aproximadamente 20 ugr de alcaloide por tallo).

Las plantas se cosecharon e inmediatamente se separaron
los tallos de las semillas y raices y se colocaron en una solu
cidn de buffer fosfato 0,5 M, pH 6,8 , la cual contenia al alca
loide disuelto, de modo que sblo la base de los tallos quedaba
sumergida en la solucién, lo que permitia la absorcidn del
alcaloide. Se agregd6 también un funguicida y un antibiético
de amplio espectro para evitar la contaminacién por hongos y
bacterias, y mercaptoetanol para eliminar el oxigeno disuelto
en el buffer, evitando asi las oxidaciones que podrian con-
ducir a la desnaturalizacidén de las enzimas actuantes en el
catabolismo de la gramina.

En una primera experiencia se determiné la capacidad que
tenian los tallos de absorber gramina en esas condiciones, mi

diendo la radiactividad remanente en la solucibén tamponizada
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Tabla 11: Absorcidn de gramina-2-l4c por tallos de cebada.

% Radiactividad

Tiempo
Remanente en Absorbida por

(horas) la solucién(b) los tallos(a)

0 100% 0

21 48% 52%

39 47% 53%

45 47% 53%

62 45% 55%

(a) : suministrada - (b)

a diferentes tiempos a partir del momento en que se ponia en
contacto con los tallos, Los resultados obtenidos se detallan
en la Tabla 11; la velocidad de absorcién fue muy alta durante
las primeras horas pero &sta disminuyé rdpidamente a partir
del primer dfa, alcanzdndose un valor prdcticamente constante
de aproximadamente 50%, a diferencia de lo observado en las
experiencias en que se utilizaban plantas enteras en donde la

absorcidén continud hasta hacerse casi cuantitativa (Figura 34,

pagina 74),
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Se decidid entonces realizar estas experiencias dejan
do a los tallos en la solucibén tamponizada que contenia gra
mina-2—l4C durante 40 horas, ya que en ese lapso la absorcién
del alcaloide alcanzaba pr&cticamente el valor méximo y los
tallos presentaban todavia un excelente aspecto, mientras
que los mismos comenzaban a presentar senales de deterioro
a partir de las 50 horas aproximadamente. Adem&s, como ya
se indic6 para las experiencias en que se utilizaron plantas
enteras, ese tiempo seria el adecuado para el estudio de los
primeros catabolitos de la gramina en Hoadeum vulgahre.

Al finalizar la experiencia los tallos se extrajeron
exhaustivamente con metanol y el extracto metanflico se la
v6 con hexano, determin&ndose nuevamente que esta fase era
inactiva cuando se ensayd por radiactividad. El extracto me
tanbdlico se evapord a sequedad y se lo sometif a una croma
tografia de tamiz molecular, utilizando Sephadex LH-20 y
metanol como eluyente. Este método se habia ensayado previa
mente con extractos metanélicos de tallos de cebada a los que
se les habia suministrado gramina frfia, en las mismas condi
ciones que las utilizadas en esta experiencia, demostrando
ser eficaz para la separacién de los productos de diferente
peso molecular presentes en los extractos. Ajustando con pre
cisidn los volGmenes de las fracciones recogidas se logrd
ademds la separacién de la gramina del triptofano libre pre

sentes en los extractos de los tallos.
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En estas experiencias se intentaron identificar todos
los compuestos indflicos presentes en el extracto ya que,
como se indicd anteriormente (pdgina 123), se esperaba que
en los tallos no se produciria la degradacidn del anillo
inddlico de la gramina. Asi, las distintas fracciones elui
das desde la columna de Sephadex se analizaron por cromato
grafia en capa delgada, utilizando diferentes solventes pa
ra la separacidén de todos los posibles catabolitos de gra
mina; en especial se utilizaron condiciones que permitieron
la separacidn de gramina (5), triptofano (11), 3-(hidroxi
metil)-indol (17), indol-3-carboxaldehido (13) y &cido in
dol-3-carboxilico (14).

La presencia de compuestos inddlicos en las fraccio
nes eluidas se determiné por CCD (silicagel) revelando el
cromatograma con el reactivo de Ehrlichel, y en particular
para las sustancias mencionadas arriba por co-cromatogra
fia en diferentes solventes (p&gina 220)y comparacidn de
los Rf y de las caracteriticas de las manchas obtenidas
con distintos reveladores (UV, Ehrlich, Iz) con las obte-
nidas para los testigos de las muestras auténticas. S6lo
se detect6 la presencia de gramina y triptofano en una con
centracidén suficiente para poder visualizarlos con revela
dores tan sensibles como el reactivo de Ehrlich.

El extracto metandlico total contenia el 90% de la

radiactividad absorbida por los tallos y toda la actividad

que se describid en la pdgina 98.

Después de 5 dias de exposicién se reveld el papel foto-
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vermanecia en los eluatos obtenidos desde la columna de Sepha
dex que correspondian a las fracciones de peso molecular menor
que 1000; ésta se encontraba mayoritariamente en las fracciones
que contenian gramina (80% de la radiactividad del extracto me
tandlico total) y en un porcentaje mucho menor (aproximadamente
10%), en las que contenfian triptofano.

Aunque estas fracciones contenfan s&8lamente triptofano (11)
o gramina (5) como finicos compuestos ind6licos, (segfn se deter
mind revelando los cromatogramas obtenidos desde esas fracciones
co el reactivo de Ehrlich), se encontraban presentes otras sus-
tancias, las cuales se detectaban cuando se utilizaba un revela
dor universal. Adem&s, se debia considerar la posibilidad de gque
una pequena fraccién de gramina (que no llegase a revelar con
el reactivo de Ehrlich), podria encontrarse enmascarada en la
fraccidén eluida desde la columna de Sephadex que contenfia funda
mentalmente triptofano. En consecuencia las fracciones correspon
dientes a gramina (10000 dpm) y triptofano (5000 dpm), se separa
ron por CCD (silicagel) con mezcla de metanol:diclorometano (2:1)
como solvente de desarrollo. Se determind la radiactividad pre-
sente en cada zona del cromatograma dejando impresionar una placa
fotogrdfica, en una experiencia de radiocromatografia como la
que se describif en la p&gina 98.

Después de 5 dias de exposicidén se reveld el papel foto-
grédfico, determindndose que en la fraccibén correspondiente al
alcaloide, s6lo se detectaba radiactividad en la zona correspon

diente a gramina, obteniéndose una impresidén de intensidad
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comparable a la obtenida por el testigo de gramina-2-14c que
se utilizé como referencia; en cambio, no se encontraba impre
sionada la zona correspondiente a triptofano de la fraccidn
que contenia al aminodcido, sino que la actividad se encon-
traba distribuida fundamentalmente en dos zonas correspon-
dientes a Rf 0,4 y 0,6 , aunque de baja intensidad y minori
tariamente hacia la zona del frente del solvente. En esta Gl
tima zona cromatografiaban en esas condiciones indol-3-carbo
xaldehido(13)y 3-(hidroximetil)-indol (17). Dada la escasa
masa presente en la fraccién analizada no se pudieron iden-
tificar los productos radiactivos. La gramina en cambio, se
separd del resto de las sustancias con que eluia de la colum
na de Sephadex, por cromatografia en columna de silica como
se hacia habitualmente, y su identidad fue confirmada por CCD,
CLAR y EM. El porcentaje de radiactividad presente en la gra
mina recuperada fue del 74% con respecto a la radiactividad
absorbida por los tallos.

Los resultados obtenidos en esta experiencia permitieron
inferir que, contrariamente a lo esperado, no se producia acu
mulacidén del Gltimo catabolito de gramina formado en los ta
llos, si no que todo el proceso degradativo se encontraria
frenado, probablemente por un mecanismo de retroalimentacidn
producido a lo largo de la secuencia catabblica desarrollada
en los tallos, una vez gue se alcanzaba la mdxima concentra

cidn posible de intermediarios dentro del vegetal.
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Esto explicaria el alto porcentaje de gramina radiacti
va encontrada en los extractos de los tallos al finalizar la
experiencia, como asi también la cinética de absorcidn del
alcaloide particularmente diferente a las obtenidas en las
experiencias en que se utilizaron plantas enteras. Asi, mien
tras que la absorcifn de gramina fue prdcticamente la misma
en ambas experiencias durante las primeras 21 horas, (Figura
34, p&gina 74), é&sta disminuia bruscamente a partir del pri
mer dia y permanecia en un valor mdximo de alrededor del 55%
aGn después de 90 horas cuando se utilizaban s&lamente tallos.
En este mismo periodo, las plantas enteras habian absorbido
casi el 90% de la gramina suministrada.

La alta concentracidn de gramina dentro de los tallos
sugeria ademds que la disminucién en la absorcién no seria
provocada por una disminucién de la concentracidn de la gra-
mina ex8gena, como sucederia en el caso de las plantas ente-
ras, sino probablemente por una saturacién en el contenido
del alcaloide end&geno.

De los resultados anteriores se concluyd que la utiliza
cidn del sistema enzimdtico fragmentado no permitia estudiar
el catabolismo de gramina en Hoxdeum vufgare.

Se intentd entonces utilizar homogenatos libres de célu
las obtenidos a partir de plantas o fracciones de plantas de
cebada y tratar de estudiar con ellos el catabolismo de la

gramina (5), realizando experiencias de observacién directa
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por RMN—13C 82. Esta posibilidad se analiz6 ya que se conocia

que homogenatos de raices de plantas de cebada de 8 dias de de
sarrollo, eran capaces de producir la desmetilacibdn del alcaloi

3

. 1 .
de hordenina (fl_)8 y que se disponia de gramina-a- 3C y gramina-

-2-l3c, las cuales se habfan sintetizado como se indicd en el

Capitulo II.

Los diferentes intentos por lograr homogenatos que mantu
vieran la capacidad degradativa de gramina no dieron resultados
positivos, afin cuando se modificaron las condiciones experimen-
tales utilizadas en los estudios de degradacidn de hordenina83
ya sea trabajando a distintos pH (buffer fosfato, pH 6,8 ,7,2 ,
7,4 y buffer TRIS, pH 8,2), distinta; temperaturas de incuba-
cién (25°, 30°, 37°C), en condiciones aer®&bicas o anaerdbicas,
0 agregando agentes antioxidantes (mercaptoetanol, sorbitol),
cofactores (fosfato de piridoxal) y/o amino&cidos (serina). De

este modo, se deshech6 la utilizacidén de sistemas alternativos

para el estudio del catabolismo de la gramina en Hoadeum vulgahre.

ITII.9. ExXperiencias con gramina marcada en el anillo bencénico:

Como se indicd anteriormente, no fue posible detectar in-
termediarios en el proceso degradativo del anillo ind6lico de
la gramina en plantas de cebada en desarrollo, en las diferen-
tes experiencias en que se utilizaron como trazadores compues

14C 13

tos marcados con o C en la posicidén 2 del sistema hetero

ciclico ya que dicho carbono era eliminado en su mayor parte
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como C02. Por lo tanto, fue necesario utilizar gramina marcada
en el anillo bencénico para lo cual se sintetizé gramina-6—3H,
seglin se indicd en la seccién II.3.

Para determinar cémo se distribuia la radiactividad ori-
ginalmente presente en el anillo bencénico de la gramina, se
realizé una primera experiencia utilizando aproximadamente 200
plantas de cebada de 11 dias de desarrollo, a las cuales se
les suministr6 gramina—6-3H (20 ugr/planta) en la misma forma
gque se describi6é para las experiencias con gramina—l4C. Al cabo
de 7 dias desde la administracién del alcaloide, las plantas se
cosecharon, se separd la arena y el agua de riego y se extraje
ron raices y parte aérea, separadamente y en forma secuencial
con metanol y agua.

Se midi6 la radiactividad presente en cada extracto, como
asi también, en los residuos sblidos no extraibles con metanol
y agua (disgregando previamente el material insoluble con hi-
dréxido de hiamina); dado que el residuo no extraible de las
rajices mantenia una fraccién minoritaria de la radiactividad,
se considerd la posibilidad de que &sta se encontrara en el pro
ducto de hidrdlisis bdsica de las proteinas presentes en el ma
terial vegetal (esta técnica como se indicd anteriormente, péa-
gina 85, permitia la recuperacidn del triptofano de proteinas),
y en la lignina, ya que existia también la posibilidad de que
el resto aromdtico del alcaloide suministrado pasase a formar

parte de ese material.
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Los resultados obtenidos en esta experiencia, junto con
la secuencia de separacién realizada, se esquematizan en la
Figura 49. La distribucién de la radiactividad obtenida en esta
experiencia al cabo de 7 dias de haber suministrado a las plan
tas gramina-6—3H, fue muy diferente a la observada cuando se

suministrd gramina-z-14

C (Tabla 6, pagina 84).

Como primera observacidn, llamd la atencidén el alto por
centaje de radiactividad encontrado en la arena y el agua de
riego remanente (aproximadamente el 32% de la radiactividad
suministrada) , lo que indicaria que alglin catabolito final de
la gramina seria excretado por las plantas, ya que, como se
habia observado en las experiencias en que se utiliz6 gramina-
—l4C, s6lo el 10% de la radiactividad originalmente presente
en el alcaloide (y por lo tanto de la masa de gramina suminis
trada) se encontraba en esa fraccidén al cabo de 7 dias. Asi
se determind qué porcentaje de la radiactividad presente en
esas fracciones, provenia efectivamente de la gramina-6-3H

que no habia sido absorbida por las plantas; lo cual se rea-

lizd como en las otras experiencias en que se utilizd gramina-

e,

Coincidentemente con los resultados anteriores, sblo el
10,9% de la radiactividad presente en los extractos provenien
tes de la arena y agua de riego, correspondia a la gramina-
—6-3H no absorbida por las plantas; el 21% de la radiactivi-

dad restante permanecia en el extracto metanol-agqua alcalino
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después de haber extraido la gramina y no era extraible
con cloruro de metileno en condiciones &cidas o neutras.
Este resultado fue sumamente auspicioso ya que confirmaba
la hipbtesis de que la radiactividad fuera debida a un ca
tabolito excretado por las plantas; ademds, las caracte-
risticas de solubilidad de ese compuesto indicaban que el
mismo deberia ser sumamente polar.

Como al finalizar esta experiencia se encontrd muy
poca radiactividad dentro de las plantas, tanto los extrac
tos metandlicos y acuosos como en los residuos sblidos (sd
lo el 6% de la radiactividad suministrada), cabia la posi
bilidad que el producto radiactivo excretado por las plan
tas fuera una sustancia volatil, la cual se evaporaria
una vez que era eliminada al exterior. Con este criterio,
y considerando también las caracteristicas de solubilidad
discutidas anteriormente, se investig6 la presencia de
3H20 en el extracto proveniente de la arena del que se ha
bfa extraido previamente la gramina y en el agua de rie-
go remanente al finalizar la experiencia, para lo cual,
se liofilizaron ambas fracciones separadamente, recogién
dose en ambos casos el agua de liofilizacién. Los resulta
dos obtenidos (Figura 49 p&gina 138), indicaron no sd
lo que ese producto era activo, sino que ademds era la
Gnica sustancia radiactiva excretada por las plantas, ya

gque toda la radiactividad presente en los extractos de la
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arena y agua de riego, después de haber separado la gramina-
6-3H no absorbida por las plantas se encontraba en el agua
obtenida en la liofilizacidén de esas fracciones.

El hecho que el hidrbgeno de la posicidén 6 de la gramina
fuera excretado como agua planteaba dos posibilidades degrada
tivas: a) que la posicidén 6 de la gramina fuese hidroxilada
en alguna etapa del catabolismo del alcaloide, probablemente
posterior a la formacibén del &cido indol-3-carboxilico, o
b) que el anillo bencénico también se degradase, producié&ndo-
se la ruptura del sistema aromdtico. La primera posibilidad
resultaba menos probable, ya que, como se indic6 en II.3 (pa-
gina 37) las hidroxilaciones enziméticas conocidas para los
sistemas indélicos ocurrian en las posiciones 5 y/o 7 del he-
terociclo.

Como se indicd anteriormente, uno de los posibles cami-
nos catabdlicos postulados para la gramina en Hoxadeum vufgahe
implicaria su degradacidn a &cido antranilico (30) (Figura
45, pagina 109). El catabolismo del &cido antranilico en
vegetales no ha sido todavia completamente elucidadogz; sin
embargo, se conocia un camino degradativo para este compues
to comin a todos los sistemas vivientes, en el cual se pro-
ducia posteriormente a la formacidén del &cido 3-hidroxian-
tranilico (33) la ruptura del enlace C-3—C-4 del anillo aro
mdtico. La secuencia posterior no ha sido investigada en ve-

getales pero si en bacterias, en donde el camino degradativo
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conduce finalmente a acetatog3-95

perdiéndose el H de la po-
sicidn 4 del &cido antranilico como H,O. Dado que, si efecti
vamente el catabolismo de gramina (5) conducia a &cido antra
nilico (30), como se planted en la segunda posibilidad en la
pdgina 107, el C-4 del aminodcido corresponderia al C-6
del nficleo inddlico de la gramina, esta secuencia degradati-
va explicaria la formacién de 3H20 en el catabolismo de gra-
mina—6-3H en las plantas de cebada en desarrollo.

Se investigd entonces la presencia del &cido antranili-
co (30)en los extractos metandlicos de raices y parte aérea,
lo cual se realizd por CCD utilizando secuencialmente como
solventes mezclas de diclorometano:metanol:acido acético gla-
cial, (30:2:1) (Rf =0; Rf nt=0,75) y diclorometano:metanol:

gra a

amoniaco concentrado (8:2:0,1) (ngra=0,45). Las placas se de-
sarrollaron con el primer solvente, se cortd la zona de Rf
0,7, vy el resto de la placa se volvid a cromatografiar con el
segundo solvente (ver esquema en la Figura 49, padgina 138);
en todos los casos se utiliz6 como adsorbente silicagel con
indicador fluorescente para determinar la presencia de las
sustancias por exposicidn del cromatograma a la luz UV (254nm)
y se agregd a los extractos antes de cromatografiar, 10 mg de
gramina y &cido antranilico auténticos para poder localizar
las sustancias, dada la baja concentracién endbgena de las

mismas. Las zonas de los cromatogramas correspondientes a gra

mina (5) y &cido antranilico (30), se desorbieron desde la si-
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licagel y se ensayaron por radiactividad.

En forma tentativa, se pudo determinar la presencia de
una pequefla proporcidn de &cido antranilico radiactivo, en
los extractos retanSlicos de raices pero no de tallos, resul
tado este que concordaba también con la supuesta deslocali
zacidén del proceso degradativo de gramina hacia las raices,
en las filtimas etapas del catabolismo del alcaloide en Hordeum
vulganre.

También se determindé la presencia de gramina radiactiva
tanto en los extractos de tallos como en los de raices (en
una proporcidn algo mayor en los tallos).

Por otra parte, se observd que aproximadamente el 40%
de la radiactividad presente en el extracto metandlico de rail
ces, no se eluia desde la zona de siembra del cromatograma,
alin después del desarrollo en ambos sistemas cromatogrdficos,
por lo cual se pensd6 que el o los compuestos responsables de
la actividad deberian ser muy polares y relativamente neutros.
Se analizd entonces la posibilidad de que uno de esos compues
tos fuese algln producto de glicosidacibén del &cido antranili
co, ya que esta sustancia se encontraba descripta en la lite-
ratura35. Se realizd entonces la hidrblisis &cida de una alicue-
ta del extracto metan6lico de raices, y se cromatografid el
hidrolizado, después de haber ajustado el pH de la solucidn a
aproximadamente 5, en los dos sistemas cromatogrdficos indica

dos anteriormente. El andlisis del cromatograma obtenido, de
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mostrd que el porcentaje de radiactividad presente en el ori-
gen habifa disminuido notablemente con respecto al obtenido cuan
do se cromatografid el mismo extracto sin hidrolizar, lo cual
confirmaba la hipbtesis con respecto a la presencia de un com
puesto glicosidado. Sin embargo, no se produjo un aumento con
comitante en el porcentaje de radiactividad presente en la zo
na del cromatograma correspondiente al &cido antranilico (ésta
aumentd pero s8lo un 20% con respecto al valor obtenido en el
extracto original). La radiactividad remanente se encontraba en
la zona del cromatograma correspondiente a Rf=0,9, después del
desarrollo en el segundo solvente; debido a la pequena masa de
que se disponia, no se pudo determinar la identidad de la/s sus
tancia/s radiactivas. (Como se indic® anteriormente, los resul-
tados obtenidos en esta experiencia se resumen en la Figura 49,
pdgina 138.

Por otra parte no se encontrd radiactividad en los residuos
s6lidos de tallos, y s6lo un pequeiio porcentaje en el de raices
encontréndose fundamentalmente en la fraccidn proteica del teji
do vegetal, probablemente en el triptofano unido a proteinas,
aungue esto iltimo no se analizb; como dato complementario, no
se encontrd radiactividad incorporada en la lignina.

El bajo porcentaje de radiactividad recuperada desde las
»plantas al cabo de 7 dias de haberles suministrado el alcaloide
sugirid ademds que la degradacién total de la gramina en Hoadeum

vulgare seria un proceso extremadamente r&pido, ya que estos re-
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sultados indicaban que mis del 80% de la radiactividad original
mente presente en el anillo bencénico de la gramina absorbida
por las plantas habria sido excretada de las mismas durante ese
periodo. De confirmarse el esquema catabdlico propuesto, el pro
ducto excretado debiera ser finicamente H20,la cual en parte (como
se observd en esta experiencia) quedaria en la arena y agua de
riego, pero mayoritariamente se habria evaporado desde la super
ficie de la arena en que se desarrollaron las plantas. Aungue en
mucha menor medida y diluida con el agua de riego, el 3H20 habria
sido reabsorbida también por las plantas. Estos resultados por
otra parte, concordaban nuevamente con la alta velocidad de degra
dacidén encontrada para indol-3-carboxaldehido (13) y &cido indol-
3-carboxilico (14), cuando se inocularon estos compuestos marca
dos en el C-2 del nucleo indbdlico. (Figura 48, I y II, pagina 126).

Con el fin de determinar fehacientemente si la hipdtesis pos
tulada representaba efectivamente lo que ocurria en el catabolis
mo de gramina en Hoadeum vulganre, se decidid realizar una expe-
riencia utilizando simultdneamente gramina-6-3H Y gramina-2-l4C,
y determinar a diferentes tiempos a partir de la inoculacidén del
alcaloide marcado, la relacidn 3H/14C en los extractos metanéli
cos de ralces y tallos,.y en la arena y agua de riego remanente
al finalizar la experiencia.

De este modo un aumento en la relacidn 3H/l4C indicaria el
momento en el cual ocurria la ruptura del anillo pirrdlico del

alcaloide pero no del bencénico, mientras que la misma variacidn



-145-

y ademi8s la presencia de 3H20' indicaria el momento a partir
del cual la planta comenzaria a excretar el/los producto/s pro
venientes de la degradacidén total de la gramina.

Para realizar esta experiencia fue necesario primero en-
contrar un método adecuado para el aislamiento del &cido antra

nilico desde las plantas, ya que este producto debia ser anali

zado.

En la literatura96 se encontraba descripto un método de

extraccién de &cido antranilico (30) desde vegetales, el cual
fue utilizado en esta experiencia. Sin embargo, la pureza del
producto obtenido en ese procedimiento no se considerd suficien
te para el trabajo con material radiactivo.

Como el dcido antranilico sublimaba en condiciones experi
mentales sencillas (110°C y 1 atm) se utilizd este método para
la purificacidén del producto obtenido desde las plantas, dado
el alto grado de pureza con que se obtenia la sustancia con es
te procedimiento. La presencia de agua tritiada se determind
por liofilizacidn como se indicd mds arriba.

Por Gltimo se decidi6 aislar la gramina no catabolizada
presente dentro del vegetal, ya que esta indicaria en que ex
tencidén se degradaria el alcaloide, a partir de su administra
cidn y absorcidn por las plantas.De este modo se realizd una ex
periencia utilizando aproximadamente 2000 plantas de cebada de

11 dias de desarrollo a las cuales se les suministr® gramina-

(6-3H,2—14C), (relacidn 3H/14C= 1,3), (23 pgr/planta);alicuotas
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de las mismas se cosecharon a las 50, 72, 96, 120 y 166 horas.
En todos los casos se extrajeron separadamente raices y parte
aérea con metanol, se agregé a los extractos entre 15 y 20 mg
de gramina y una cantidad equivalente de &cido antranilico, y
se guardaron hasta su utilizacidn en oscuridad y a baja tempe-
ratura.

Siguiendo los procedimientos descriptos. anteriormente, se
aislaron desde los diferentes extractos metandlicos gramina (5)
y &cido antranilico (30). La separacidn de.los mismos se realizd
por CCD preparativa en silicagel y posteriormente se purifica-
ron por cromatografia en columna de silicagel y por sublimacidn,
respectivamente. La incorporacidn absoluta en los productos en
ddgenos se calculd en funcidn de la masa de sustancia recupera
da después de la purificacidn considerando la masa de gramina y
dcido antranilico auténticos agregados en cada caso. Se aislaron
también desde el agua de riego remanente al procesar cada ali-
cuota y desde los extractos metanol-HCl conc. (100:1,2) de la
arena, la gramina (previo agregado de 15mg de gramina fria a
la arena antes de la extraccidén) y el agua presente, la cual,
como se indicd anteriormente, se obtenia por liofilizacidn de
esos extractos.

Los resultados obtenidos se detallan en las Tablas 12 v 13;
ellos permitieron aclarar en muchos aspectos, el catabolismo
de la gramina en las plantas de Hoadeum vulgane.

En primer lugar, se observd la presencia de 3HZO en la arena
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Tabla 12: Degradacidn de gramina—(6—3H, 2—14C) por plantas

de cebada de 11 dias de desarrollo(a).

Radiactividad en el agua de riego (%)

Tiempo (b)
Total Agua Resto
(horas)
3H 14C 3H/14C 3H 3H 14C 3H/14C

50 13 4,4 4,3 10 2,2 1,5 1,4
72 17 4,3 4,6 11,5 5,9 4,7 1,5
96 22 4,5 5,9 15 5,2 4,6 1,4
120 23,2 8,2 3,5 13 7,5 4,4 2,1
166 5,5 1,0 6,4 4,6 1,5 0,8 2,2

(a): se suministrd gramina-(6-3H, 2—14C) (7,3 x 105 dpm/mg
de 3u, 5,6 x 10° dpm/mg de ‘%c, relacién Jm/Y%c: 1,3;
23 ug/planta); (contenido normal de gramina endfgena

en plantas de cebada de 11 dias: 17 ug/planta).
(b)

residuo obtenido en la liofilizacién del extracto total.
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Tabla 13: Degradacidn de gramina-(6-3H, 2-14C). Porcentaje de
radiactividad en gramina (5) y &cido antranilico (30)

extrafidos desde las plantas.

Tiempo Total Gramina (5) (29)(a)

(horas) 3H l‘]’c 3H/14C 3H 14C 3H/14C 3H

I. Extracto metandlico de raices

50 10 9,3 1,3 8,9 7,9 1,4 0,59
72 11 8,8 1,5 8,5 7,4 1,3 0,56
96 7,8 6,0 1,6

120 6,0 5,8 1,3 3,6 3,2 1,3 1,02
166 5,0 4,2 1,5 1,7 1,4 1,4 0,04

II. Extracto metanblico de tallos

50 38 35 1,4 30 25 1,4 oP
72 31 27 1,4 19 18 1,3 0
96 34 26 1,6 14 13 1,3 0
120 25 23 1,2 6,9 5,3 1,4 0
166 6 11 0,6 3,6 3,6 1,3 0

(a): E1 &cido antranilico no contenia 14C en proporciones
detectables.
(b): E1 &cido antranilico (30) proveniente de los extractos

de tallos no era radiactivo.
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y agua de riego, ya a las 50 horas de haber suministrado el
alcaloide, lo que indicaba la notable rapidez con que la gra
mina era degradada hasta sus @iltimas etapas en las plantas de
cebada en desarrollo. Adem&s, en todos los casos analizados,
el 3H20 obtenida por liofilizacién junto a la gramina suminis
trada qgue no habia sido absorbida por las plantas, eran las
inicas sustancias radiactivas presentes en esos extractos.

El hecho que el &cido antranilico radiactivo aislado des
de los extractos metanSlicos de raices,estuviera sblo marcado
con 3H pero no con 14C indicaba que este producto no provenia
de una sintesis de novo a partir de catabolitos finales de la
gramina, sino que era efectivamente un intermediario en el pro
ceso degradativo que producia la ruptura del sistema aromético
del alcaloide, en plantas de cebada en desarrollo. Esto expli
caba también la presencia de 3H20 como finico producto radiac-
tivo excretado por las plantas.

Es interesante notar que el porcentaje de incorporacidn
en el §cido antranilico (30) (del orden del 1% o menor ) fue
en todos los casos inferior al encontrado en el 3H20 producida
por evaporacibén desde la superficie de siembra.

El andlisis de los resultados obtenidos con la gramina ais
lada desde las plantas avalaron también las concluciones alcan
zadas con el acido antranilico y el agua tritiada; asi, el alto
porcentaje de gramina aislada, fundamentalmente desde los tallos

Yy en las alicuotas que se cosecharon a las 50 y 72 horas, indi-
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caron claramente que la etapa inicial en la degradacidn del al-
caloide era la que regulaba el proceso catab&lico total. Si se
compara con los valores de absorcidn obtenidos en III.3 (Figura
34, pagina 74 ) resulta evidente que las plantas de cebada podian
absorber una cantidad de gramina mucho mayor que la que podia

ser metabolizada en ese periodo. De este modo, la extremadamen-
te baja concentracidn de intermediarios del camino catabblico del
alcaloide presente dentro de las plantas, explicaba los resulta-
dos negativos encontrados en las experiencias descriptas en las
Secciones III.4 y III.6.

Dos aspectos més de los resultados obtenidos en esta expe-
riencia corroboraron el efecto de "cascada" que se producia en
la velocidad de degradacidn del alcaloide, a partir del momento
en que se inicia la secuencia catabdlica:

12. que la relacidn 3H/14C en los extractos totales permanece
priacticamenta constante y del mismo orden de la presente en la
gramina suministrada;

22, que el porcentaje de radiactividad encontrado en el 3H20 ex
cretada por las plantas, a las 50 horas de haberle suministrado
el alcaloide, (aproximadamente 10%) fue practicamente el mismo
gue el obtenido en el 14CO2 expelido por las plantas en el mismo

tiempo cuando se les suministrd gramina-2-14C. (Figura 38 pagi-
na 87).

Asi, como la marcacidn de 14C estaba localizada en el C-2

del alcaloide(anillo pirrdlico)mientras la de 3H en el C-6
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(anillo bencénico), la constancia en la relacidn 3H/14C dentro

de las plantas a lo largo de toda la experiencia, indicaba que

la ruptura de ambos sistemas aromd&ticos debia ocurrir casi si-

multineamente, dentro de los limites de tiempo utilizados. La si

militud entre la radiactividad encontrada en el 3H20 excretada
14

(gramina-6-3H) y el CO2 evolucionado (gramina-2-14C) apoya fuer

temente esta conclusidn.

YITI.10. Conclusiones finales.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las experiencias
anteriormente descriptas, fue posible proponer un camino degrada-
tivo para la gramina (5) en plantas de Hoadeum vuflgare intactas en
desarrollo, el cual se presenta en la Figura 50.

Los fundamentos por los cuales se han delineado las secuencias
catab8licas propuestas, se discutieron para cada experiencia parti
cular desde cuyos resultados se inferian los catabolitos propuestos.
Sin embargo, es necesario hacer algunas observaciones sobre las
secuencias cuya evidencia experimental no aseguraba una asignacidn
inequivoca.

Asi, el rol del 3-(hidroximetil)-indol (17) debe ser objeto
de una consideracidn especial.

Si bien otros autores ya habian propuesto a 17 como catabolito
de gramina (5) en tallos de cebada en oscuridad (estas experiencias
se discutieron en el Capitulo I, p&gina 17), y en las experiencias

de competencia descriptas en III.6 (pdgina 100) el compuesto 17
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Esquema propuesto para el catabolismo de gramina (5)

en Hoadeum vulgane; (* la conversién 13 --= 17 sblo

ocurriria en magnitud apreciable al utilizar sistemas

deficientes en oxigeno).
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habia provocado una variacidn notable de la curva de evolucidn
normal de l4CO2 a partir de gramina-a-l4C (Figura 42, péagina
104 ), la transformacidn de una amina en un alcohol no es un
proceso metab&lico habitual.

Magnus y colaboradores84 estudiaron el catabolismo del
dcido indol-3-acético (34) en tallos etiolados de Pisum satdi-
vum (arveja comin) y encontraron una relacién metabblica entre
indol-3-carboxaldehido (13), &cido indol-3-carboxilico (14)y
3-(hidroximetil)-indol (17), (los cuales son productos del
catabolismo de 34 ) diferente a la propuesta en la Seccidn
ITII.6 (Figura 43, pédgina 107), la cual se esquematiza en la
Figura 51.

Una secuencia de este tipo (camino a en la Figura 50)
resultaba mds atractiva que la inicialmente propuesta para el
catabolismo de gramina (5) (camino b) en cuanto a los catabo
litos en cuestidn, puesto que la conversidn directa de 6 en
13 representa el modo usual de degradacidén de una amina a un

compuesto oxigenado en organismos vivos; tales transformacio

. . C aecn . 35
nes son catalizadas por monoaminooxidasas§ y/o transaminasas

Adem&s, la relacién propuesta entre 13 y 14 fue comprobada pa-

ra el proceso en estudio (Seccidén III.7, p&gina 121).

La experiencia de competencia realizada con 17 (p&gina 103)

. €s concordante también con este esquema degradativo, ya que en
ese caso el agregado de 17 produciria un aumento en la concen

tracién endégena de 13 (el cual es un catabolito de gramina)
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Figura 51: Catabolismo de &cido indol-3-acé&tico en tallos etiola
84

dos de Pisum sativum en oscuridad .
produciendo de este modo la dilucidn isotdpica observada.

Un anflisis méds detallado de las observaciones realizadas
por Magnus y colaboradores84 y de los resultados obtenidos por
Digenis44—46 en las experiencias anteriormente mencionadas, per
miten obtener algunas conclusiones acerca del metabolismo de
estos compuestos en cebada. Asi, cuando se suministré &cido in
dol-3-acético (34) a tallos etiolados de plantas de arveja, el
principal producto endfgeno encontrado fue 3-(hidroximetil)-in-

dol (17) ; sin embargo, la administracién de indol-3-carboxalde-

hido(13) producia fundamentalmente &cido indol-3-carboxilico (14).
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Como era conocid097'98

que el primer paso en la degradacién del
dcido indol-3-acético (34) implicaba la descarboxilacidn oxida-
tiva a indol-3-carboxaldehido (13), los autores tuvieron que con
cluir que la acumulacién de 17 debia ser una consecuencia del
sistema fraccionado que utilizaron en esas experiencias. Magnus
y colaboradores, consideraron que en estos sistemas la respira-
cidén se hallaba restringida debido a que los espacios intercelu
lares deberian estar ocupados por la solucidén acuosa (que conte
nia al catabolito en estudio) absorbida por los tallos. De este
modo, las células s8lo dispondrian de una cantidad limitada de
"oxigeno" (este té&rmino incluia las entidades aceptoras de hidrd
geno y los sistemas de transferencia de electrones). En las in-
cubaciones realizadas con indol-3-carboxaldehido (13) ese "oxi-
geno" podria consumirse en la oxidacién a &cido indol-3-carboxi-
lico (14);sin embargo, como el"oxigeno" ya era utilizado para

la oxidacidn del &cido indol-3-acético (34), el compuesto 13 de-
beria ser preferentemente reducido a 17 a fin de retornar el sis
tema enzim&tico a su forma oxidada y poder atacar otras molécu-
las de &cido indol-3-acético.

Como se indicd anteriormente (Capitulo I, pégina 17) Dige
nis habia encontrado una acumulacidn similar de 3-(hidroximetil)-
indol (17) cuando incubd los tallos etiolados de cebada con gra
mina-a- C; en esas experiencias s6lo el 10% de la radiactividad
inicialmente localizada en la cadena lateral de la gramina (5)
pasaba al CO2 expelido por los tallos al cabo de 7 dias.

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que
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el catabolismo de gramina (5) en plantas de cebada intactas cong
tituye un proceso totalmente oxidativo, en el cual la cadena la-
teral del alcaloide se degrada cuantitativamente a co, (Figuras
35-38, péginas 76, 77, 80 y 87 respectivamente).

La comparacidén de estos resultados con los obtenidos por
Digenis indican que el proceso catabblico normal para la gramina
se encuentra impedido en tallos etiolados de cebada en oscuridad.
Asi, es probable que las observaciones realizadas por Magnus84 pue
dan aplicarse a las condiciones experimentales utilizadas por Di-
genis, ya que tanto la baja produccidn de CO2 radiactivo como la
anormal acumulacidén de 17 parecen indicar una disponibilidad 1i
mitada de"oxigeno". Por otra parte el propio Digenis ya habia su
gerido46 que sus resultados podrian no representar el metabolis-
mo normal de estas sustancias en plantas de cebada intactas. Esto
pone de manifiesto la inconveniencia de realizar estudios de me-
tabolismo en sistemas altamente perturbados, ya que los resulta-
dos obtenidos pueden reflejar, como en ese caso, las condiciones
anfmalas utilizadas.

Las monoaminooxidasas (MAO) son enzimas que se encuentran
s6lamente en algunas especies, fundamentalmente en el reino ani-
mal; de hecho, ellas no fueron detectadas en las plantas de ceba
da utilizadas durante la presente tesisgg. Estas enzimas catali
zan la transformacién irreversible de amina a aldehido35. En cam
bio, las transaminasas se encuentran ampliamente distribuidas en

los organismos vivos y catalizan dicho intercambio reversiblemente35
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Asi, la ausencia de monoaminooxidasas junto a la evidencia
obtenida para la reversibilidad del camino gramina (5) ==
indol-3-carboxaldehido (13) (Seccidén III.7) esté&n de acuerdo
con la intervencién de una enzima transaminasa. Este hecho,
junto con lo discutido mé&s arriba con relacién a la existen-
cia de 3-(hidroximetil)-indol (17) como verdadero catabolito
de gramina, son consistentes con gue la secuencia indicada
por la letra a en el esquema de la Figura 50, constituya el
camino degradativo normal para la cadena lateral de la grami
na en plantas de cebada intactas en desarrollo. No obstante,
los resultados experimentales obtenidos no permiten descartar
en forma absoluta la secuencia indicada por la letra b en la
Figura 50, ya que para esto deberia aislarse la transaminasa
que cataliza la interconversidén 6 == 13.

Otro aspecto de consideracidén en la discusibn del esquema
metabbdlico propuesto es la intervencidn del &cido antranilico
(30) y del triptofano (1l1).

Si bien los resultados obtenidos en los ensayos de compe-
tencia descriptos en la seccibén III.6 no permitieron obtener
conclusiones certeras (Figura 46; discusif6n en pagina 111), los
resultados obtenidos en las experiencias en que se suministrd
gramina—6—3H sugerian que el alcaloide se degradaba directamente
a 30, va que si el triptofano fuese un intermediario en ese pro
ceso deberia esperarse una distribucién diferente de la radiac-

tividad considerando que 11 es también precursor biosintético de
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otros compuestos inddlicos en vegetalesloo; ademds, la incorpora

cidn de radiactividad en la fraccibn proteica deberia ser también
m&s importante. Del mismo modo, la rapidez con que se producia

la eliminacién de 3H20 y el alto porcentaje de radiactividad pre-
sente en esa sustancia, sugerian la existencia de un camino uni-
voco para la degradacidn total del alcaloide, el cual no seria
compatible con la presencia de triptofano (11l) como destino final
del anillo ind6lico de la gramina (5).

Los resultados ambiguos obtenidos en la experiencia de com-
petencia con &cido N-formilantranilico (32), podrian explicarse
teniendo en cuenta que la degradacidn del anillo pirrdlico ocu-
rre casi simult@neamente con la de la cadena lateral del alcaloi-
de, y que por lo tanto, el tiempo de espera entre la administra-
cidn de gramina—2—14C y el compuesto ensayado (32) en la experien
cia descripta en III.6 habria sido excesivo. Si se tiene en cuen-
ta adem8s que la concentracidn de intermediarios del camino cata-
bdlico de la gramina es muy baja en todo momento, y que la pen-
diente de la curva de evolucidn de 14C02 a partir de gramina-2-
14C (Figura 38) no es tan pronunciada como la de gramina-a-l4c
(Figura 35), de modo que pequefias variaciones pueden no ser detec
tadas dentro del error experimental, no es extrafio que en esas
condiciones el agregado de 32 no haya producido un efecto obser
vable (Figura 46,"b", pdgina 112). La pequefia fraccidn de radiac-

tividad hallada en el &cido N-formilantranilico extraido desde
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las plantas al finalizar la experiencia constituye, no obstante,
una evidencia cierta en favor del camino metabdlico propuesto.
El resultado obtenido en la experiencia de competencia con
formiato (Figura 46, "c") estaria de acuerdo con esta hipbtesis;
el mismo indicaria que en ese momento la mayor parte de la ra-
diactividad presente dentro de las plantas después de 87 horas
de haberles suministrado gramina-2-l4c estaria formando parte
del reservorio de C-1, el cual seria subsecuentemente eliminado
como didxido de carbono y/o remetabolizado a amino&cidos, azGca
res y otros productos, segn las rutas metab&Slicas conocidas pa

88,89

ra ese producto en plantas de cebada . Esto justificaria

adem8s, la diferencia observada entre la degradacidén de C-2 y
14

C-a (62% y 90% respectivamente a CO2 al cabo de 7 dias de su-

ministrar el trazador).

La secuencia catabblica propuesta en la Figura 44 (p&gina
108) podria representar un camino degradativo minoritario y pro
bablemente alternativo, segfin se podria deducir desde los resul
tados de incorporacién en el triptofano (11) unido a proteinas
obtenido en la experiencia en que se suministrd gramina—2—14c
(Seccidén III.4).

Del andlisis final de los resultados obtenidos, se pueden
obtener dos evidencias m&s acerca de la baja concentracién de

intermediarios en el camino catabblico de la gramina en Hoadeum

vulganre. Asi, si se comparan las curvas de evolucién de 14CO2
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obtenidas cuando se suministrd a las plantas gramina—a-14C(Figura
35) o gramina—2-l4C (Figura 38), con las obtenidas en los casos
en que se suministrd indol-3-carboxaldehido-2—l4c o &cido indol-
3-carboxilico-2-14c (Figura 48, I y II, respectivamente) ,resulta
evidente que la degradacién del anillo pirrdlico en los compuestos
13 y 14 es aln m&s répida que la de la cadena lateral de la gra-
mina (5). Puesto que indol-3-carboxaldehido (13) y &cido indol-
3-carboxilico 14 son a su vez catabolitos de gramina en plantas
de cebada en desarrollo, esto indica que la etapa determinante
de la velocidad de degradacidén total seria anterior a la formacidn
de 13 y que una vez que se producen los catabolitos que presentan
funciones oxigenadas en el C-a la degradacibén se hace extremadamen
te répida. Esto justificaria también los resultados negativos en-
contrados por Breccia y Marion38 para la incorporacidén de 13 en 5.
Por otra parte, si se analiza el contenido de gramina radiac
tiva absorbida por las plantas en las experiencias en que se sumi
nistrd gramina-(6—3H, 2-14C) (Seccidn IIXI.9.), y se compara con
las curvas de la Figura 39 (pagina 89), es evidente que la canti
dad de radiactividad presente dentro de las plantas no se debid
a la acumulacién de intermediarios, como se habia supuesto inicial
mente, sino a la gramira que habia sido absorbida por las plantas
Y que no se habfa metabolizado. La Figura 52 muestra graficamente
esta aseveracidén; la diferencia entre las dos curvas presentadas

en esta Figura, indicaria la cantidad real de intermediarios y/o

-
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Figura 52: Radiactividad total dentro de las plantas (A)

a partir de la administracidén de gramina-a-l4C

a plantas de cebada de 11 dias (de Figura 39.I)

comparada con la radiactividad en gramina ex-

traida desde las plantas (®) a partir de la ad

ministracién de gramina-(6-3, 2-14C) a plantas

de cebada de 11 dias.
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productos finales del catabolismo de gramina presentes dentro

del vegetal. Como se puede observar en la Figura 52, dicha con
centraciéq es siempre pequena, sugiriendo que el paso determi-
nante de la velocidad de degradacidn seria la etapa de desmeti
lacién.

Como se indicd més arriba, la diferencia entre la cantidad
de gramina absorbida y la radiactividad presente dentro de las
plantas después de las 50-60 horas de haberles suministrado
gramina—2-l4c (Figura 39.II), indicaria la posible acumulacién
de formiato y/o productos del metabolismo de este compuesto,

formados con posterioridad a la degradacifén total de la gramina.



CAPITULO 1V

Analisis Espectroscopico
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La disponibilidad de compuestos indSlicos relacionados
estructuralmente que se obtuvieron durante el presente traba-
jo de tesis y la marcacibn estereoespecifica gue presentaban
algunos de ellos, permiti6 realizar un estudio mis detallado
de las asignaciones de los desplazamientos quimicos de estos
compuestos en los espectros de resonancia magnética nuclear
de 1H y de 13C. (En la Figura 53 se resumen las estructuras
de los compuestos estudiados).

IV.1. Espectros de RMN-13C.

Las asignaciones de los desplazamientos de RMN-13C de

indoles y alcaloides inddlicos relacionados est&n generalmen
101

’

te referidos al trabajo realizado por Parker y Roberts
guienes asignaron los § de 13C del indol y los siete monome
tilindoles derivados. AGn en libros de textos sobre RMN-13C
se mantiene esta asignacién para el indol y sus derivadosloz.
La necesidad de tener una asignacién inequivoca de los
carbonos de los compuestos que se iban a utilizar en los es-
tudios catabblicos "in vivo" utilizando precursores marcados
con 13C, llevdé a estudiar con mds detalle estos trabajos.
Parker y RobertleLasignaron los desplazamientos de los
carbonos 5, 6 y 7 del indol en base a pardmetros de aditivi-
dad que ellos mismos dedujeron utilizando los datos de despla

zamientos para los siete monometilindoles, considerando el

sustancial efecto a producido por el grupo metilo sobre el
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R?
R3 N
Rl
Compuesto R R2 R3
5 H CH,N(CH,) , H
é H CH2NH2 H
7 H CHZNHCH3 H
13 H CHO H
14 H COOH H
17 H CH,OH H
18 H H H
20 H H Br
21 S1(CH;) 4 H H
25 H CH,N(CH,) Br
29 H CH=NCH H

3

Figura 53: Compuestos indS6licos estudiados en este Capitulo.
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carbono ipso. Sin embargo, con los valores de desplazamiento
asignados no era posible justificar la diferencia de efectos
o que se producia en los carbonos 5 y 6 del indol.

Esta aparente anomalfia ya habia sido notada por Gribble y
colaboradorele3, quienes observaron en un espectro de RMN-13C
de un alcaloide ind&lico al que habian marcado con deuterio en
la posicidn correspondiente al C-5 del indol, que la senal gque
desaparecia era la que habia sido asignada previamente al C-6
del indol. Estos autores sugirieron la posibilidad de que las
asignaciones de los carbonos 5 y 6 del indol se encontrasen re
vertidas. Sin embargo, en las publicaciones posteriores sobre

desplazamientos quimicos de RMN-13C de alcaloides indélicole4’

105yhasta atin del triptofano 65, las asignaciones de esos car

bonos no fueron modificadas.

Dado que se disponia de indol-6-2H Yy gramina—G-zH, se rea
lizaron los espectros de RMN-13C de estos compuestos (Figuras
18 y 22, péginas 50 y 55 ). Como es sabido, el reemplazo por
un 2H de un lH unido a un carbono produce un aumento en el tiem
po de relajacidn spin-red (Tl) del carbono deuterado, a la vez
que aumenta la complejidad de la senal debido al acoplamiento
con el deuterio; la intensidad de la senal disminuye ademés,
debido a la desaparicidn del efecto nuclear de Overhauser. Cuan
do se trabaja con los tiempos de repeticidén normales (0,4-0,8
segundos) , el resultado neto que se observa en el espectro de

RMN-13C es la desaparicidn de la sefial del carbono deuterado.
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En el caso estudiado se observd la desaparicidén de las
sefiales a § 121,7 ppm (para el indol) y & 121,5 ppm (para la
gramina), mientras que permanecfan las que habfan sido pre-
viamente asignadas al C-6 de estos compuestos (§ 119,5 y 119,1
ppm, respectivamente). De este modo, se pudieron asignar ine-
quivocamente los carbonos 5 y 6 de los espectros de RMN-13C
de indol y gramina.

Con respecto al trabajo original de Robertsid% la asigna-
cidén correcta de los carbonos 5 y 6 permitid ajustar los paréa-
metros de aditividad por la presencia del grupo metilo, de
modo gue éstos gquedaron entre extremos méds estrechos (+10,5
ppm para el C-2 y +8,2 ppm para el C-6). Ademds, los valores
corregidos concuerdan mucho mejor con los esperados comparando
el mismo efecto para el benceno monosustituido (efecto o del
metilo: +8,9 ppm)loe, que resultan de +8,5 y +8,2 ppm para los
carbonos 5 y 6 del indol, respectivamente. En la Tabla 14 se
pueden apreciar esquemdticamente estas observaciones.

Durante el presente trabajo de tesis se realizaron y asig
naron ademis los espectros de RMN-13C de otros nueve compues-
tos ind6licos relacionados con los anteriores, los cuales, con
sus desplazamientos quimicos, se indican en las Tablas 15 y
16. El1 andlisis de estos espectros permite observar que los §
para los carbonos 5 y 6 permanecen practicamente constantes

para la serie de compuestos 5, 6, 7, 17, 18 y 21 (Tabla 15).

Estos pudieron entonces asignarse sin dificultad por compara-
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Tabla 14: Efecto del grupo metilo sobre el carbono ipso del

indol (efecto a).

c-2 Cc-3 C-4 Cc-5 C-6 c-7
a 10,5 8,8 8,9 6,5 11,2 9,1
b " " " 8,5 8,2 "
a: datos calculados por Robertlel.

b: datos obtenidos en esta tesis.

cidén con el indol y la gramina. Las asignaciones de las demés
resonancias se basaron en correlaciones de desplazamientos
quimicos, la comparacién con datos conocidos de derivados del
indol104 y el andlisis de la intensidad de las sefiales en es-
pectros con desacople de protén fuera de resonancia.

La diferencia observada en los desplazamientos quimicos
de los carbonos 5 y 6 de los compuestos 20 y 25 respecto de
18 y 5, avalan las asignaciones de estos carbonos, ya que la
presencia del bromo en la posicibén 6 produce desplazamientos
en las resonancias de los carbonos del anillo bencé&nico muy

similares a los observados en el bromobenceno (32)106. (Ta-

bla 17).

Los otros compuestos que difieren en las resonancias de
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Tabla 15: Espectros de RMN-13C de los compuestos 5, 6, 7, 17, 18,

20, 21 y 25, (Cl3CD-TMS). Desplazamientos quimicos expre

sados en §.

Comp. C-2 c-3 c-4 C-5 C-6 c-7 c-8 C-9 Otros

5 124,1 111,9 118,7 119,1 121,5 111,1 127,7 135,9 54,1 (CH2)
44,9 (CH3)
6 122,0 116,4 118,2 119,1 121,8 111,5 126,2 136,5 36,9 (CHZ)
7 123,22 113,8 118,6.  119,4 121,9 111,5 127,1 136,5 46,7 (CH2)
36,0 (CH3)

17 123,2 115,5 118,8 119,5 122,0 111,3 126,4 137,0 56,9 (CH

18 123,9 102,5 120,6 119,5 121,7 110,7 127,5 125,5 -

20 124,6 102,6 121,7 122,8 115,2 113,7 126,5 136,3 .

25 125,0 111,3 119,9 122,5 115,2 114,1 126,5 136,8 53,7 (CH,)
44 .6 (CH3)

21 129,5 104,6 120,8 119,8 121,3 112,7 131,6 140,1 -0,2 (CH,)

Tabla 16: Esmectros de PMN-13C de los compuestos 13, 14 y 29 (Cl3CD:

CD3OD 2:1 - TMS). Desplazamientos quimicos expresados en §.

Comp. C-2 C-3 c-4 C-5 C-6 c-7 c-8 C-9 Otros
13 138,5 119,3 121,7 123,1 124,4 112,5 124,9 138,0 186,5 (CHO)
14 133,2 120,2 121,9 122,2 123,4 112,7 127,4 138,0 169,0 (COOH)

gg(a) 129,0 115,0 120,9 121,2 123,1 111,8 125,5 137,2 157,7 (CH)
48,2 (CH,)

(a): en C13CD.
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Tabla 17: Efecto de sustituyente del bromo en 6-bromoindol

(20) , 6-bromogramina (25) y bromobenceno (35)

c-4 c-5 c-6 c-7 c-9 c-8

(m) (o) (ipso) (o) (m) (p)
203 41,1 +3,3 6,5 +3,0 +0,8  -1,0
25 41,0 +3,4 -6,3 +3,0 +0,9  -1,2
35 () +1,7 +3,4 -5,5 +3,4 +1,7  -1,6

(@): & (20) - 6 (18) ; (b): & (25) - & (5) ; (c): 8 (35) - &

(benceno) .

los carbonos 5 y 6 respecto del indol, son los indicados en la
Tabla 16 (compuestos 13, 14 y 29). Estos compuestos muestran
como particularidad la presencia de un &tomo de carbono sp2 co
mo sustituyente en la posicién 3 del anillo ind8lico. Esta pe-
culiaridad parece tener una influencia decisiva sobre las reso
nancias de 13C de los nficleos del anillo distante, ya que los
tres compuestos presentan el mismo modelo de desplazamiento
para los carbonos 4, 5, 6 y 7, los cuales resuenan a campos

mids bajos que los compuestos andlogos 7 y 17 con hibridizacién

sp3 en el sustituyente de C-3, (Tabla 15).
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El estudio del espectro de RMN—13C del indol-3-carbo

xaldehido (13), resultd de mucha utilidad para la asigna-
cidén correcta de las resonancias de estos compuestos.

Dado que el espectro de RMN-lH de 13 presenta la reso
nancia del H-4 bien definida a 8,24 ppm y separada de las
demés seﬁaleslor, se pudo obtener el espectro de RMN-13C
del indol-3-carboxaldehido con desacople selectivo del H-4
y de este modo correlacionar la linea espectral perfectamen
te definida en el espectro de RMN-lH, con la correspondien-
te al carbono unido a ese hidrb6geno (C-4). El espectro obte
nido en este experimento, presentaba como singulete la se-
nal a § 121,7 ppm la cual fue asignada entonces al C-4 del
aldehido. Como este resultado no coincidia con los valores

informados en literatura%ol, se decidid estudiar con mayor

13

profundidad el espectro de RMN-""C del compuesto 13, para

lo cual se sintetizd indol-3—carboxaldehido—6—2H. (Capitulo

II, pagina 53).

130 4el indol-3-carboxaldehido-6~2H

El espectro de RMN-
(Figura 26, pagina 59), permitié asignar la resonancia del
C-6 a § 124,4 ppm, puesto que esta sefal era la que desapa-
recfia en el espectro comparado con el obtenido para 13, mien
tras que la serial a ¢ 123,1 ppm, que permanecia en el compues
to deuterado, fue asignada al C-5. .

La comparacién de estos resultados con los datos de li-

o1 . ..
teratura indicaron que, en este caso, los carbonos 4 y 6
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estaban asignados en forma invertida, mientras que la asig-
nacién para el C~-5 era correcta. En base a los resultados
obtenidos con indol-3-carboxaldehido (13), fueron asignados

los espectros de RMN-13C de los compuestos 14 y 29. De este

modo, el estudio exhaustivo de los espectros de RMN-lBC de
los compuestos con que se trabajé en la presente tesis, per
mitid reasignar las resonancias que estaban equivocadas en
indol (18), gramina (5) e indol-3-carboxaldehido (13). El
caso del indol es particularmente importante no s6lo por el
compuesto "per se" sino ademds, porque su espectro de RMN-
13C constituye la base para la asignacién de los numerosos
e importantes productos naturales y/o sintéticos gque asi,
arrastraban el error original.

IV.2. Espectros de RMN-lH.

La disponibilidad de compuestos inddlicos sustituidos
en la posicidén 6 con bromo o deuterio, permitid estudiar los
espectros de RMN-lH de estos compuestos y aplicar las conclu
siones obtenidas sobre sus resonancias a los compuestos anéa-
logos no sustituidos en C-6.

Los hidrb6genos del anillo bencénico del indol constitu-
yen "a grosso modo" un sistema de cuatro spins al cual no se
puede aplicar un tratamiento de primer orden, trabajando en
equipos de bajo campo magnético. En el caso del espectrbmetro

Varian XL-100, gque fue el utilizado en la presente tesis, las
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resonancias de los hidrbgenos 5 y 6 se encuentran en una zo
na de desplazamientos quimicos de aproximadamente 30 Hz, en
donde resuena ademds el H-2 (este Gltimo no estd acoplado a
los otros dos), de modo que es extremadamente dificil, si
no imposible, asignar las resonancias de los hidrbgenos co-
rrespondientes sin la ayuda del cdlculo matemitico y del

método iterativo.

08 estudiaron el espectro de RMN-lH

Black y Hefferman1
del indol (18) a 100 MHz utilizando como solvente acetona,

y obtuvieron los pardmetros espectrales utilizando técnicas
de doble resonancia y haciendo el andlisis iterativo. Sin
embargo, los desplazamientos informados en acetona difieren
mucho de los observados en otros solventes, ya que, como es
conocidolog, el indol forma complejos de asociacién consigo
mismo y con el solvente, los cuales dependen no sblo del
solvente sino también de la concentracidn. Los mismos auto
res encontraron que en el espectro del indol en tetracloru
ro de carbono los hidrSgenos aromdticos se solapan, impidien
do su andlisis.

La sustitucién del hidrbgeno en posicidn ‘6 por deuterio
produce una simplificacién notable en el espectro, ya que
como el acoplamiento lH—2H es muy pequefio (aproximadamente
1 Hz) sblo produce un ensanchamiento de las sefiales en el

espectro proténico pudiendo considerarsealsistema como de

tres spins en una primera aproximacién. Una simplificacidén



similar se observa en los 6-bromo derivados. Para la asig-
nacidén de los espectros de RMN-lH de estos compuestos se
tomaron en cuenta las constantes de acoplamiento 1H—lH in-
formadas por Blacklcs, ya que si bien el desplazamiento
guimico varia considerablemente con el solvente, es razo-
nable pensar que las constantes de acoplamiento no deberian
modificarse apreciablemente. Los parémetros obtenidos para
todos los compuestos estudiados se encuentran resumidos en
la Tabla 18.

De este modo, se analizaron los espectros de 6-bromoin
dol (20) (Figura 54) e indol-6-2H (Figura 17). En ambos se
distinguen las resonancias de H-3 (a campos mds altos), H-4
(d, J = 8 Hz) e H-7; este iltimo en estos compuestos colapsa
a singulete. En el caso del 6-bromoindol, debido al efecto
del bromo, el H-7 aparece a campos mis bajos y se superpone
en parte con la rama de campos mds bajos del doblete del
H-4. Como se indicd més arriba, el acoplamiento con el deu-
terio provoca un ensanchamiento de las lineas de resonancia
de los hidrbgenos 4, 5 y 7 en el espectro del indol-6-2H.

De los datos de literatura108 para los J2,1 y J2'3 (2,5 y
3,1 Hz respectivamente) y la posicidn relativa de los hidrd-
genos 5 y 2 en el indol, se asignd el H-5 en el indol—6-2H

a é§ 7.11 ppm (4, J5’4 = 8 Hz) y el H-2 a § 7,19 ppm, el

cual aparece casi como un triplete dada la semejanza de los

J2 1Y J2,3 ; la rama a campos mds altos de la resonancia
14
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MNM

Figura 54: Espectro de RMN-lH de 6-bromoindol.

de este hidrégeno estd solapada con la de campos mids bajos
para el H-5.

En el espectro del 6-bromoindol el H-5 aparece a campos
mas bajos y en este caso se puede observar el acoplamiento
‘meta con el H-7 (J = 2 Hz), por lo cual el H-5 aparece como
un doble déblete (J5,4 = 8 Hz). El1 efecto del bromo sobre la
resonancia del H-5 es menor del esperado (y que se oObserva
para el H-7), apareciendo este hidré6geno a § 7,21 ppm. El1 H-2,

as§ 7,17 ppm, aparece otra vez como un triplete (J = 3 Hz)

solapado con las resonancias de campos mds altos del H-5.
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-

T

Figura 55: Espectro de RMN-lH de 6-bromogramina, (campos bajos).

De este modo, se pudieron asignar todas las resonancias
de los espectros de RMN-lH del indol-6-2H y 6-bromoindol. Con-
siderando ademds que en el espectro de RMN-ZH del indol-6-2H
pudo asignarse la resonancia del 2H-6 a 7,17 ppm, con estos
datos se pudo asignar completamente el espectro de RMN-lH del

indol en cloroformo deuterado.

Para el anflisis de los espectros de RMN-lH de gramina-6-
2H y 6-bromogramina (Figuras 21 y 55, respectivamente), se si-
guid el mismo procedimiento que el discutido m&s arriba para

los correspondientes indoles. Sin embargo, la utilizacién de
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estos valores no permitié asignar completamente las reso-
nancias de los hidr6genos de la gramina, ya que algunas de
ellas se encontraban totalmente solapadas. Asi, se pudo
identificar la resonancia del H-4 a § 7,69 ppm ya que es
el hidrb6geno que resuena a campos m&s bajos (doblete ancho,
J4,5 = 8 Hz). La resonancia del H-6 se determind por el es
pectro de RMN-2H de 1la gramina-6—2H a é§ 7,15 ppm, en una
zona totalmente solapada donde adem&s resuenan los otros
hidrbgenos aromdticos. El1 H-2 se asign6 a § 7,04 ppm como
una banda ancha, por analogia con la resonancia del H-2 de
la'gramina-G—zH y 6-bromogramina. El resto de los hidrbge-
nos arom&ticos no pudieron asignarse.

Se analiz6 también el espectro de RMN-lH de indol-3-
carboxaldehido—6—2H en acetona deuterada (Figura 25); en
este.solvente las resonancias de los hidrdgenos arométicos
se separaron suficientemente de modo que pudieron asignarse
todas las senales. Al no estar el H-6 se pudo identificar
la senal del H-5, cuya resonancia en el espectro de RMN—lH
aparece a ¢§ 7,23 ppm (44, J5,4 = 6 Hz; J5,7 = 2 Hz). La
resonancia del H-2 se asignd6 a la senal a § 8,18 ppm en

base al espectro del indol-3-cérboxaldehido—2-13C obtenido

a partir de indol-2-l3c (60%-13C) por un procedimiento and

logo al descripto en la pdgina 33, (J = 180 Hz). La
13C_1H

senal del H-6 en el espectro del indol-3-carboxaldehido
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en acetona-d6 se asigné segflin el espectro de RMN—ZH del
compuesto 6-deuterado a § 7,29 ppm (Figura 24).

El espectro de RMN—lH del &cido indol-3-carboxilico
(14) se asignd comparéndolo con el del indol-3-carboxal-
dehido (13). El1 aspecto general de estos dos espectros es
muy similar, pudiéndose distinguir las resonancias de los

hidrdgenos 4, 2 y 7 para el &cido en acetona-d, a § 8,17

6

ppm (dd, J = 8 Hz; Jg 6 = 4 Hz); & 8,08 ppm (ba) y §

4,5
7,52 ppm (dt, J = 6 y 3 Hz), respectivamente. Las resonan
cias de los hidrdgenos 5 y 6 aparecen también solapadas a
§ 7,15-7,25 ppm.

El espectro del N-metil-3-iminometilindol (29) que
presenta como los dos casos anteriores un carbono sp2 en
la posicién 3 del indol, se analiz por comparacién con
aquéllos, pudiéndose asignar s&lo el H-4 a § 8,21 ppm (d4d,
J =6 y 3 Hz), mientras que los espectros de los compues-
tos 3-(hidroximetil)-indol (17) y 3-(aminometil)-indol (6)
se asignaron por comparacién con los espectros de gramina

y gramina—6-2H.



CAPITULO V

Pante Expenimental
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Los puntos de fusién (Pf) fueron determinados en un
aparato Fisher-Johns y no han sido corregidos.

Los espectros de absorcibén en el ultravioleta (UV) se
realizaron en metanol o metanol:&cido clorhidrico (100:1,2)
en un espectrofotSmetro Beckman DK-2A.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 1H

(RMN-TH) y de 13 13.

C (RMN- ) se realizaron a 100 y 25,2 MHz
respectivamente en un espectrémetro Varian XL-100-15, operan
do por pulsos y transformada de Fourier, con una computadora
620/L-100 y una unidad de discos magnéticos Sykes-7000.

Los solventes deuterados utilizados se indican en cada
caso. En todas las determinaciones se utilizd tetrametilsila-
no (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos quimi-
cos (§) se expresan en partes por milldén (ppm) respecto del
TMS y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Lés
sefiales de RMN-H se indican en cada caso como: s (singulete),
d (doblete), t (triplete), c (cuarteto), m (multiplete) y ba
(banda ancha).

Los espectros de RMN-lH se obtuvieron en tubos de 5 mm
aplicando pulsos de 90° y un tiempo de repeticibén de 4,7 segun
dos sobre un ancho espectral de 1500 Hz. Los espectros de RMN-
13C se midieron en tubos de 12 mm aplicando pulsos de 60° con

un tiempo de repeticidn de 2,2 segundos, o en tubos de 5mm

aplicando pulsos de 35° con un tiempo de repeticidén de 0,75
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segundos sobre un ancho espectral de 5400 Hz.

Los espectros de RMN—13C totalmente desacoplados de lH
se obtuvieron por irradiacibén de los protones a una frecuen-
cia central correspondiente a 5 ppm modulada por un barrido
de onda cuadrada. Los espectros de RMN—13C con irradiacidén
selectiva fuera de resonancia (SFORD) se obtuvieron por irra
diacién de los protones a una frecuencia finica correspondien
te a 0 ppm. Los espectros con desacople selectivo se obtuvie
ron de igual forma pero irradiando la sefial de lH deseada
con una frecuencia finica de baja potencia (0,5 watt).

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 2H
(RMN-2H) se realizaron a 15,4 MHz en el espectrdmetro Varian
XL-100-15 utilizando el canal de enclavamiento pulsado ("lock")
como canal de observacidn. Dicho canal fue modificado de modo
de controlar la duracidn de los pulsos y el tiempo de repeti-
cidn a través de la l1l8gica del canal de observacién normal.

La senal de absorcidn resultante (audio) fue procesada a tra-
v€s del canal de observacidén y dirigida a la computadora del
espectrdmetro mientras que la sefial de dispersidn (audio) fue
utilizada en forma normal para el enclavamiento campo-frecuen
cia. Se utilizé 5% de acetona—d6 para proveer una senal en re
sonancia de enclavamiento homonuclear de intensidad suficiente.
Los espectros se obtuvieron en solucién de diclorometano con
un ancho espectral de 410 Hz, un tiempo de repeticidn de 2,666

segundos y pulsos de 1 mseg de duracidn a la m&xima potencia
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del transmisor (aproximadamente 2 watt).

Los espectros de masas (EM) se realizaron a 70 eV en un
espectrdémetro de masas Varian-Mat-CH-7A, comandado por una
computadora Varian-Mat-Data-System 160 usando un teletipo
Tektronix 4010-1 y un impresor Tektronix 4631, por insersidn
directa de la muestra.

Las cromatografias liquidas de alta resolucién (CLAR)
analiticas se realizaron en un cromatégrafo liquido Hewlett-
Packard 1084 con detector de UV operando a 280 nm e inyector
automdtico de volumen variable. Las condiciones utilizadas
se indican para cada caso en particular.

Las cromatografias liquidas de alta resoluciém (CLAR)
preparativas se realizaron en un cromatégrafo liquido Micro-
meritics equipado con un inyector manual (modelo 730) y de-
tector de indice de refraccién.

Las cromatografias en capa delgada (CCD) analiticas
se realizaron utilizando como fase fija silicagel Alugram
Nano-SIL G/UV254 y Alugram SIL G/UV254 (Macherey-Nagel Duren).
Las cromatografias en capa delgada (CCD) preparativas se
realizaron utilizando como fase fija silicagel+G (Merk) so-
bre placas de vidrio. Los reveladores utilizados se descri-
ben para cada caso en particular.

Los solventes de desarrollo utilizados en CCD, tanto

analitica como preparativa, fueron: 1l)cloruro de metileno:
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metanol:amoniaco conc. (8:2:0,1), 2) acetona:amonifaco conc.
(100:1), 3) n-butanol:4c. acético glacial:agua (8:2:2), 4)
butanona:piridina:agua:ac. acético glacial (70:15:15:2), 5)
diclorometano:metanol:amoniaco (17%) (4:4:2), 6) diclorome-
tano:metanol (98:2), 7) diclorometano:metanol:amonfaco (25%)
(93:7:1), 8) diclorometano:metanol:amonfaco conc. (93:7:0,8),
9) diclorometano, 10) diclorometano:tetracloruro de carbono:
metanol (5:4:1), 11) n-butanol:&c. acético glacial:agua (3:1:
1), 12)diclorometano:metanol (2:1), 13) diclorometano:metanol:
dcido acético glacial (30:2:1) y 14) benceno:hexano (1:1).
Las mezclas de solventes estdn expresadas en relaciones de
volQmenes.

Las cromatografias en columna (CC) se realizaron utili-
zando como adsorbente silicagel grado 923, malla 100-200 (Da
vison Chemical).

Las mediciones de radiactividad se realizaron en un es-
pectrdmetro de centelleo liquido Packard Tri-Carb 3003 o en
un Tracor Analytic Mark III. Las muestras se disolvieron en
una mezcla de 1 ml de agua y 14 ml de una solucién centellea
dors de dioxano que contenifa 100 g de naftaleno, 7,0 g de
2,5-difeniloxazol (PPO) y 300 mg de 1,4-bis-2-(4-metil-5-
feniloxazolil)-benceno (dimetil-POPOP) por cada 1000 ml; o
en una solucidn centelleadora de tolueno que contenfa 4,0 g/1
de PPO y 250 mg/l de dimetil-POPOP, segfin se indica en cada

caso.

El Protosol (marca registrada de New England Nuclear)
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empleado en la disolucién de tejidos vegetales es una solu-
cién 0,5 M de una sal de amonio cuaternaria.

El hidrdxido de Hyamine (marca registrada de Rohm &
Haas) es una solucién 1 M de hidrdéxido de p-(diisobutil)-
cresoxietoxietildimetilbencilamonio en metanol.

El paraformaldehido-14c fue adquirido a The Radioche-
mical Centre, Amersham, Inglaterra.

El indol-2—l4C fue adquirido al Commisariat a 1l'Energie

Atomique, Francia.

El &cido férmico—l3c y el formaldehido-l3c fueron com-

prados a Merk, Sharp & Dohme Canada Limited, Montreal, Canad&.
El agua tritiada fue provista por la Comisién Macional
de Energia Atdmica, Argentina.
Los solventes fueron purificados por destilacién y eva-

porados a presidn reducida a menos de 50°C en Rotavapor-R

(Buchi) .



Sintesis de indoles

isotSpicamente marcados
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V.1l. Obtencién de N-formil-2—aminotolueno-(formilo-l3C) (19).

Una mezcla de 2-aminotolueno (o-toluidina) recientemente

destilado (1,31 ml) y &cido férmico-13C (90% de ‘3¢) (0,5 ml),

se calentd con agitacidén a 110°C por 3 horas y se dej6 luego

a temperatura ambiente. Al cabo de 16 horas, la mezcla de
reaccién se volcSd sobre agua (2 ml) y el s6lido se separd

por filtracidn y se lavdé con solucidn de &cido clorhidrico 1%.
El producto se recristaliz6§ de una mezcla benceno:hexano (1:1),
obteniéndose N-formil-Z—aminotolueno-(formilo-13c homogéneo
por CCD (solvente 9, silicagel) (980 mg; Pf = 58-59°C, litera

tura: 55—58°C55; 90% de 13C seglin se determind por RMN—lH).

RMN-1H (C1,CD-TMS): & 2,3 ppm (3H, s, CH,): & 7,1-7,3 ppm (4H,

m, protones aromdticos); & 7,5 ppm (1H, ba, NH); § 8,70 y 8,78

ppm (dos dobletes, 1J = 160 Hz, 13CHO).
13C_1H -

V.2.0btencién de indol—2—13c (18-13C).

Una suspensién de hidruro de sodio (0,6 g) y 2—aminotolug
no recientemente destilado (4 ml), fue calentada bajo atmésfe-
ra de nitrdgeno a 160°C durante 30 minufos. Se agregb formiato
de potasio (2 g) y N-formil-z-aminotolueno-(formilo-l3c) (19)
(90% de 13C; 0,450 g) y la mezcla resultante se calentd bajo
reflujo a 250°C por 45 minutos. Los gases despedidos (princi-
palmente monbxido de carbono) se recogieron sobre aceite de

parafina. La mezcla se dej6 enfriar, y el exceso de 2-aminoto-

lueno fue destilado al vacio (1 Torr).
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El residuo se suspendid en agua y el indol marcado se
obtuvo por destilacidn por arrastre con vapor y posterior
extraccibn exhaustiva de la capa acuosa con diclorometano.
La cromatografia en columna de silicagel (solvente de desa-
rrollo hexano:benceno, 7:4) rindid indol-2-13C puro por CCD
(solvente 14), (150 mg; 60% de 13C seglin se determind por
EM y RMN-lH).

EM (m/2z, %): 119 (9); 118 (100); 117 (70); 116 (7); 90 (76);
89 (33); 63 (20).

1

RMN-"H (CL,CD-TMS): & 6,5-7,7 ppm (5H, m, H-3, H-4, H-5, H-6

e H-7); 6 7,2 ppm (1lH, 4, lJ13 1= 184 Hz,
C-"H

H-2); 6 8,1 ppm (1H, ba, NH).

V.3. Obtencidn de gramina (5).

Procedimiento general.

Indol (58,5 mg), dimetilamina (0,074 ml de una solucién
acuosa 28% p/v) y dcido acético glacial (0,1 ml), fueron agre
gados en ese orden a formaldehido (15,4 mg, como una solucidn
acuosa 34% o como paraformaldehido) contenido en el vial de
reaccidén. La mezcla se calentd a 100°C durante 10 minutos con
agitacidén vigorosa y luego se mantuvo a temperatura ambiente
con agitacidn durante 1 hora.

La mezcla se volcS sobre agua (10 ml), se llev6 a pH 9
con solucidn diluida de hidréxido de sodio y se extrajo exhaus

tivamente con diclorometano:metanol (4:1). E1l producto crudo
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se obtuvo por evaporacién del solvente a presidn reducida,
y éste fue purificado por cromatografia en columna (CC) de
silicagel utilizando como solventes diclorometano y mezclas
de diclorometano:metanol de polaridad creciente.

El producto obtenido era idéntico en comportamiento
cromatogrédfico y espectroscépico a muestras de gramina au-
ténticas.

Gramina-a-l3c.

Indol, dimetilamina y &cido’acético glacial fueron agre

gados como se indica en el procedimiento general a formalde-

hido-23¢c (90% de 13c) (0,1 ml de una solucién acuosa 14,63

p/v). La reaccidn se realizb como se describid arriba; se
obtuvo gramina—a—l3c (93% de 13C) (72 mg).

EM: en Tabla 2, p&gina 26.

RMN-1H (C1,CD:CD,OD 9:1; TMS): § 2,28 ppm (4, 7, , =5 Hz,
c-"H
13CH -N ; s, N-12CH Y; & 3,7 ppm (4, lJ = 134 Hz,
Hiy Hy 13,1
13 12 C-"H

CH, ; s, CH,); 6 7,3-7,7 ppm (5H, m, protones aro-

maticos).

rvN-13¢ (C1,CD:CD

Gramina—2—13C.

40D 9:1; TMS): & 53,15 ppm (1C-a).

Indol-2—l3C (60% de 13C) (obtenido en V.2), dimetilamina

y 8cido acético glacial se agregaron a una solucidn de formal

dehido, siguiendo el procedimiento general. Se obtuvo gramina-

2-13¢ (60% ae 13c

RMN-1H (C1

Y, (70 mg).

3CD:CD3OD, 9:1): 62,28 ppm (3H, s, CH

(@, 3J13C 1 =S A2 Seu, 5 s, Pouy; 6 7,23 ppm

3): § 3,78 ppm
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d, lJ13 L = 178 Hz, H-2); § 7,3-7,7 ppm (4H, m,

C-"H
protones aromdticos excepto H-2); § 8,14 ppm (1lH, ba,

N-H) .

13
rv-13¢ (c1,cD:cD 0D 9:1; TMS): 6 129,9 ppm (T C-2).

EM: en Tabla 2, p&gina 26.

Gramina—a—l4c.

Siguiendo el procedimiento general pero usando parafor-

maldehido-l4c (0,5 mCi; 0,673 mCi/mmol), se obtuvo gramina-o-

14C (65 mg; 0,455 mCi/mmol) homogénea por CCD (solvente 1).

Gramina—2-14c.

Se agreg6 una solucidn de indol-2-14c en pentano (0,5 ml;
0,5 mCi/mmol) a indol (58,5 mg) y el solvente fue evaporado
bajo atmbésfera de nitrdgeno. Se agregd formaldehido, dimetila
mina y &cido acético glacial en ese orden, y la reaccidn se
continud como se indica en el procedimiento general. Se obtuvo
gramina—2—l4c (72 mg; 0,540 mCi/mmol) homogénea por CCD (sol-

vente 1).

V.4. Obtencién de indol-6-°H (18-2H).

2-nitro-4-aminotolueno.

4-aminotolueno (3,21 mg) se agregd lentamente a &cido
sulfirico conc. (13 ml) con agitacidn continua y en bafio de
hielo-agua, cuidando que la temperatura en el seno de la reac
cidn no superase los 10°C. Se agreg6 luego lentamente una mez

cla de &cido sulffirico conc. (2 ml) y &cido nitrico conc. (2 ml)
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y se dej6 1 hora agitando a 0°C.

La mezcla de reaccibn se alcalinizé agregando amonfaco
conc. hasta pH 8-9 manteniendo siempre la temperatura por
debajo de 10°C. El precipitado obtenido se filtr6, recris-
talizd desde etanol y se dej6 en desecador al vacfio durante
una noche. Se obtuvo 2-nitro-4-aminotolueno (3,3 g) homogé-

neo por CCD (solvente 10}, (rendimiento: 73%). Pf = 77-78°C;

literatura: 78—79°C110.

2-nitro-4-bromotolueno.

Una suspensidén de 2-nitro-4-aminotolueno (1 g) en &acido
bromhidrico (1 ml de HBr conc. en 2 ml de agua) se mantuvo a
temperatura inferior a 0°C mientras se agregaba lentamente
una solucidén de nitrito de sodio (0,470 g en 0,8 ml de agua).
La suspensidn resultante se filtrd y el filtrado se volcd
répidamente y sin enfriamiento externo sobre una solucién de
bromuro cuproso recién preparada.

Se dej6 agitando unos minutos y posteriormente se calen
t6 durante 30 minutos a 90°C. Se agregdé agua (25 ml) y se
adapt6 un equibo para destilacién. El destilado obtenido se
extrajo con &ter etilico y se lavd primero con solucidén dilui
da de hidrdéxido de sodio, luego con agua y finalmente con so
lucidén saturada de cloruro de sodio. La fase etérea se sech

sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad a pre

sidn reducida.
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Se obtuvo 2-nitro-4-bromotolueno (0,85 g), el cual se

e 1
recristalizd desde etanol y se identificé por EM y RMN-"H.

Pf = 47-48°C (literatura: 47—48°C110.

EM (m/z, %): 215-7 (39, M+); 169-171 (M-NO 28); 90 (M-NO

2!
-Br, 100); 198-200 (M-OH, 99); 119 (M-OH-Br,

2

47); 89 (119-NO, 93); 78 (M-CO-Br, 39); 63 (78

-CH3, 73) -

1

RMN-"H (Cl3CD—TMS): § 2,57 (3H, s, CH3); 7,23 (1H, 4, J=8 Hz,

H-6); 8,12 (1H, 4, J=2 Hz, H-3).

6-bromoindol (20).

Se agregd dietilacetal de dimetilformamida (1,7 ml) a
2-nitro-4-bromotolueno (0,85 g) bajo atmésfera de nitrdgeno
y se calent6 en recipiente cerrado a 114°C durante 24 horas.
Se evapord el exceso de acetal a presidén reducida, se agregd
etanol absoluto (20 ml) y Ni Raney W-lel y se hidrogend 24
horas a 1 atm y temperatura ambiente.

La mezcla de reaccidn se filtrd y se evapord el solvent
a sequedad. Se obtuvo 6-bromoindol como producto finico por

CCD (solvente 14), el cual se purificé por CC (silicagel, so

vente de desarrollo hexano:benceno, 7:4). El producto obteni

e

1

do (220 g, rendimiento: 30%) fue identificado por EM y RMN de

lH y de 13C.

EM (m/z): 195-197 (M+,90); 116 (M-Br, 100); 89 (M-Br-HCN, 66

88 (M—Br—H2CN, 19); 63 (89--C2 27 34); 62 (88—C2 o7

)
25).
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RMN-'H: en Tabla 18, pdgina 174.

RMN—13C: en Tabla 16, pégina 169.

Indol-6-2H (18-2H).

6-bromoindol (20) (24,3 mg) se disolvid en éter etilico
(3 ml) y THF (1 ml) en atm8sfera de nitrégeno y se enfrib a
-78°C en un banho de hielo seco-acetona. Se agregd una solu-
cién 1,55 M de n-BulLi en hexano (0.09 ml) y la mezcla de
reaccidn se dejd calentar hasta 0°C y se mantuvo a esa tem-
peratura con agitacién durante 30 minutos.

La solucidén obtenida fue otra vez enfriada a -78°C y se
agregd rapidamente t-Buli en pentano (2,6 M; 0,11 ml); la
solucién amarillo-verdosa se dejd calentar hasta -30°C y se
mantuvo a esa temperatura con agitacidén durante 1 hora. Se
agreg8 entonces 2H20 (0,006 ml) y la solucibén incolora resul
tante se volcS sobre H20 y se extrajo con diclorometano.

La fase orgédnica se secd sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtrd y se evapord el solvente a presién reducida. El
producto obtenido mostraba por CCD (fase reversa, solvente
metanol:agua 3:1) una cantidad minoritaria de 6-bromoindol
que no habia reaccionado. Este se separdé por CLAR (fase rever
sa) utilizando una columna Altex Ultrasphere ODS 5 um (250 x
10 mm) y metanol:agua (9:1) como eluyente. Se obtuvo indol-6-
2H (12 mg) puro, segfin se determind por CCD y CLAR, el cual

fue identificado por EM y RMN de lH y de 13C.

EM (m/z): 118 (M+, 100); 91 (M-HCN, 27); 90 (M-HCNH, 18).

1

RMN-"H (Cl3CD-TMS): § 6,55 (1H, ba, H-3), 7,16 (2H, m, H-2 e
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H-S’ 7’38 (lH’ s, H-7), 7,65 (1H' d, J=8 HZ' H-4)l
8,08 (lH, ba’ N-H)o

RMN—13C (C13CD-TMS): no presentaba senal § 121,7 ppm.

V.5. Obtencién de gramina—6-2H Y qramina—6-3H.

6-bromogramina (25).

6-bromoindol (20) (50 mg) se disolvid en &cido acético
glacial (0,1 ml) y se traté con solucién acuosa de formalde
hido 36% p/v (0,02 ml) y solucidn acuosa de dimetilamina 28%
p/v (0,04 ml). La mezcla de reaccién se calentd6 a 105°C du-
rante 10 minutos; se dejé 1 hora a temperatura ambiente y
finalmente se volcd sobre agua. La suspensidn resultante se
llevd a pH 9 con solucidn de hidrdéxido de sodio 2 N y se ex
trajo con diclorometano:metanol (4:1). La fase orgédnica se
secd sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad
a presién reducida.

Se obtuvo 6-bromogramina (25), la cual se purificd por
CC del mismo modo que se indicd para la gramina (p&gina 187)
y se identificé por EM y RMN de 'H y de 13c. pf = 130-131°cC,
(61 mg).

EM (m/z, %): 252-254 (M+, 65); 208-210 (M-NMe 100); 129

2'
(208-Br, 66).

RMN—IH: en Tabla 18, pagina 174.

RMN—13C: en Tabla 16, pigina 169.

avuN= n \\.J.Z\,nzi: O /7,140 ppat \0= 1)

Gramina-6—3H (5-3H).

PIRY
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Gramina-6-2H (5—2H).

Se suspendié 6-bromogramina (25) (48 mg) en éter etilico
(3 ml) y THF (1 ml) bajo atm8sfera de nitrégeno y se enfrié
a -78°C. Se agreg6 n-BuLi 1,55 M en hexano (0,15 ml) y la
mezcla de reaccién se dej6 calentar hasta 0°C. La solucibn
rojo plrpura resultante se enfrib otra vez a -78°C y se agre
g6 una solucidén de t-BulLi 2,6 M en pentano (0,18 ml). Se de-
j& que la temperatura alcance los -30°C y se mantuvo con agi
tacidén a esa temperatura durante 1 hora. Se agregd 2H20 (0,01
ml) y se volcd sobre H20. Se extrajo con diclorometano y la
fase org&nica se secd con sulfato de sodio anhidro; se evapo
ré el solvente a presidn reducida. Se obtuvo gramina-6—2H (30
mg) idéntica por CCD (solvente 1) a una muestra de gramina

auténtica, la cual fue identificada por EM y RMN de 1H, 2H Yy

13C.
EM (m/z, %): 175 (M+, 28); 131 (M- NMe2, 100).
1

RMN-"H (C13CD-TMS): § 2,30 (6H, s, NMez), 3,65 (2H, s, CHZ-N),
7,04 (1H, ba, H-2), 7,11 (1H, 4, J=8 Hz, H-5), 7,30
(14, s, H-7), 7,69 (1H, 4, J=8 Hz, H-4), 8,80 (1H, ba,
N-H) .

RMN—13C (C13CD—TMS): no present6 senal a § 121,5 ppm.

RMN-2H (CL,CH,): & 7,15 ppm (6-°H).

Gramina—6—3H (5—3H).

6-bromogramina (25) (48 mg) se hizo reaccionar de la mis

ma forma que se indicd para la obtencidn de 5-2H, excepto gque
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la reacci6én se finaliz6 agregando 3H O (30 mCi/ml; 0,008 ml).

2
Se obtuvo gramina—6-3H (0,42 mCi/mmol; 29 mg) con propiedades

cromatogrdficas idénticas a las de una muestra auténtica.

V.6. Obtencibén de indol—3—carboxa1dehido—2—l4c (13-14C).

Indol (70 mg) e indol—2—l4c en solucidén de pentano (0,5
mCi; 48 mCi/mmol) se disolvieron en hexano: diclorometano (1l:1;
5 ml) en un tubo de hemSlisis; se evapord el solvente a tem-
peratura ambiente con corriente de nitrb&geno. El indol asi ob-
tenido se disolvid en dimetilformamida recientemente destilada
(0,4 ml).

A un baldn gue contenia dimetilformamida fresca (1 ml)
se agregd lentamente (aprcximadamente 30 minutos) con agitacidn
en atmbésfera de nitrbgeno y refrigerado mediante un bano de
hielo-sal, oxicloruro de f6sforo (0,6 ml). Se formdé el comple
de formilacién de color rosado.

Se cambi6 el bano de hielo-sal por otro de hielo-agua
(aproximadamente 5°C) y se agregd lentamente (30 minutos) la
solucidn de indol radiactivo en dimetilformamida. Se calentd
a 35°C y se mantuvo a esa temperatura durante 1 hora, siempre
bajo atm6sfera de nitrdgeno; se form6 una pasta amarilla. Se
volvié a enfriar en bafio de hielo-agua y se agregd a la mezcla
de reaccidén hielo molido (1 g), con lo cual el color de la so

lucidn se torné rojo cereza. Se agregS secuencialmente agua

(0,3 ml), hielo (1 g) y una solucibén que contenia 2,625 g de



-194-

hidréxido de sodio en 7 ml de agua, primero lentamente
(hasta que la mezcla de reaccidén se puso color verde) y
luego ripidamente.

Se calent6 hasta ebullicibén y luego se dej6 enfriar
en el mismo bano de aceite hasta temperatura ambiente. Se
dej6 toda la noche a 4°C; el precipitado obtenido se filtrd
y el filtrado se extrajo con diclorometano. La fase org&ni
ca se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord el
solvente. E1 s6lido se junté con el obtenido en la filtra-
cidn y se purificé por CC (silicagel), eluyendo primero con
diclorometano y luego con diclorometano:metanol (98:2).

Se obtuvo indol-3-carboxaldehido-2-+%c (60 mg; 0,145

mCi/mmol), idéntico por CCD (solvente 6) a una muestra au-

téntica.

Indol-3—carboxaldehido-2-13C (13—13C).

Indol—2—l3c (60% de 13C, obtenido en V-2; 50 mg) se tra-

t8 con oxicloruro de f6sforo/dimetilformamida en la misma

forma que se indicd para la obtencibn de 13—14C, obteniéndose

indol-3—carboxaldehido—2—13c (43 mg) idéntico a una muestra

auténtica por CCD (solvente 6), el cual fue identificado por

EM y RMN-TH.

EM (m/z, %): 147 (M+1, 10); 146 (M, 93); 145 (M-H, 100); 144

(M-H del compuesto sin marcar, 85).

1

RMN-TH (acetona-d,; TMS): 6 8,20 (1H, 4, 'J

= 180 Hz,
13, 1y

H-2 del producto marcado; s, H-2 del compuesto sin

marcar) .
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Indol—3-carboxaldehido—6—2H (13-2H).

Indol—6-2H (18-2H) (30 mg) se tratd con oxicloruro de
fésforo/dimetilformamida en la misma forma que se indicd
para la obtencién de 13-14C, obteniéndose indol-3-carboxal
dehido-6-2H (25 mg) idéntico a una muestra auténtica por
CCD sobre silicagel (solvente 6) y en fase reversa RP-18
(solvente etanol:agua, 1l:1).

El producto crudo se purificé por CC de silicagel uti-
lizando como solventes de desarrollo diclorometano y diclo-
rometano:metanol (98:2). Se obtuvo indol-3-carboxaldehido-

6—2H puro (22 mg) el cual fue caracterizado por RMN de lH,

2H y 13C Y por EM.

EM: en Figura 27, pagina 60.

RMN-TH (acetona-dg): 6 7,23 (1H, dd, J=6 y 2 Hz, H-5), 7,59
(1H, ba, H-7), 8,18 (1H, ba, H-2), 8,24 (1H, dd, J=6

y 3 Hz, H-4), 10,04 (1H, s, CHO).

RMN-’H (CL,CH,): § 7,29 ppm (6-H).

RMN—13C (C13CD:CD3OD, 2:1): no se observd senal a § 124,4 ppm.

14

V.7. Obtencidn de &cido indol-3-carboxilico-2-"""C (14-14C).

Indol-3-carboxaldehido-2-T%c (13-1%c) (0,04 mci; 0,145

mCi/mmol) (40 mg) se disolvié en etanol (4 ml) a 55°C con
agitacibn; se agregd una solucibn de hidréxido de potasio
0,25 N (0,5 ml) y luego una solucidn acuosa de permanganato

de potasio (80 mg en 6 ml). La mezcla de reaccién se mantuvo
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a 55°C durante 10 minutos y se filtrd el precipitado de
diéxido de manganeso formado; la solucidn alcohblica se
evapord a sequedad a presidn reducida. El1 producto deseado
se obtuvo puro por cromatografia en columna de silicagel
eluyendo primero con cloroformo saturado con amonfaco
concentrado (con lo cual se eluyé el indol-3-carboxaldehido-

2—14C que no habia reaccionado) y luego con cloroformo.

Se obtuvo &cido indol—3-carboxilico—2—14

c (14-Y40)
(0,035 mCi; 0,16 mCi/mmol) (35 mg), idéntico por CCD

(silicagel; solvente 12) a una muestra auténtica.

V.8. Obtencidn de posibles catabolitos de gramina.

3-(hidroximetil)-indol (17).

Indol-3-carboxaldehido (13) (50 mg) se disolvid con
agitacién en etanol absoluto (1,5 ml) a temperatura de ebu-
llicidén; se agregS borohidruro de sodio (30 mg) lentamente
y en caliente hasta completa disolucidn del reactivo y se
dejé 1 hora a temperatura ambiente con agitacién. Al cabo de
ese tiempo, se evapord el solvente hasta sequedad con corrien
te de nitrdgeno; se agregd una solucidn de hidrbéxido de sodio
0,1 N (0,5 ml) y se extrajo con éter etilico; la fase orgédni-
ca se secd sobre sulfato de sodio anhidro y el solvente se
evapord a presibn reducida. El1 producto se purificé por CC de
silicagel eluyendo con diclorometano y diclorometano:metanol

(99:1) sucesivamente. Se obtuvo 3-(hidroximetil)-indol (17)
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(45 mg) puro por CCD (silicagel; solvente 10), Pf = 100-101°C

(literatura 96-99°C112

de lH y de 13C.

), el cual se identific6 por EM y RMN

EM (m/z, %): 147 (M+, 93); 146 (M-H, 30); 130 (M-OH, 100);
129 (M-H-OH, 34); 103 (130-HCN, 17); 102 (129-

HCN, 19); 77 (103-C 22); 51 (77-C 19).

2727 272!
RMN-lH: en Tabla 18, pdgina 174.

RMN—13C: en Tabla 16, pagina 168.

3-(aminometil) -indol (6).

Indol-3-carboxaldehido (13) (200 mg) se disolvid en la
cantidad necesaria de etanol (aproximadamente 20 ml); se agre
g8 clorhidrato de hidroxilamina (0,35 g) y una solucidn acuosa
de carbonato de sodio (0,25 g en 1 ml); la mezcla se calentd
con agitacién durante 60-90 minutos a 50-60°C; (el tiempo
exacto de reaccidn se determind por CCD, solvente 7). Una vez
completada la reaccidén, se filtrd para separar las sales inoxr
ginicas y el filtrado se extrajo con diclorometano, se secd
sobre sulfato de sodio anhidro y el solvente se evapord a pre
sién reducida.

Se obtuvo la mezcla de oximas sin y anti de 13 (240 mg),
segln se observd por CCD (silicagel; solvente 7; Rf = 0,4 y
0,5; Rle = 0,65).

El producto obtenido se disolvidé en metanol (8 ml); se
agregd una solucién de hidréxido de sodio 1 N (28 ml) y alea-

cidn de Devarda (0,8 g), la cual estaba constituida por 50%
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de Cu, 45% de Al y 5% de Zn. Se agit6 durante 15 minutos;

en ese periodo la temperatura aumentd debido a que la reac-
cidn es exotérmica. La mezcla de reaccidén se filtrd y el
producto se extrajo con &ter etilico; la fase orgénica se
secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se evapord
el solvente a temperatura ambiente. El producto se recrista-

1izd desde benceno.
Se obtuvo 3-(aminometil)-indol (6) (150 mg) homogéneo

por CCD (silicagel, solvente 7), el cual se identificd por

EM y RMN de H y de 13C. Pf = 104-106° (literatura: 103-105°

cb?y .

EM (m/z, %): 146 (M+, 93); 130 (M—NH2, 100); 103 (130-HCN,

13); 77 (103—C2H2, 23); 51 (77-C 21) .

2Hy»
RMN-'H: en Tabla 18, p&gina 174.

RMN—13C: en Tabla 16, pagina 168.

3-(metiliminometil)-indol (29).

Una mezcla de indol-3-carboxaldehido (13) (200 mg) y
solucibén acuosa de metilamina 25% p/v (4 ml), se calentd
con agitacidn a 45°C y se dejé luego 4 horas a temperatura
ambiente con agitacidn. E1l producto se extrajo directamente
desde el balén de reaccidn con benceno; la fase org&nica se
secd sobre sulfato de sodio anhidro y el solvente se evapord
a presidn reducida. Se obtuvo un aceite marrdn del cual pre

cipitd el producto dejé&ndolo en desecador al vacio sobre

sulfato de calcio durante una noche.
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Se obtuvo 3-(metiliminometil)-indol (29) (190 mg) el

cual fue caracterizado por EM y RMN de 1H y de 13C.

EM (m/z, %): 160 (M+, 18); 130 (M-HNCH3, 100); 103 (130-HCN,

39); 51 (77-C,H

18); 77 (103—C2H 9).

2'
RMN-lH: en Tabla 18, pagina 174.

RMN-13C: en Tabla 17, p&gina 168.

272f

3-(metilaminometil)-indol (7).

Método A: (con aleacidn de Devarda).

Se ensayd la reduccidn de 29 con aleacidn de Devarda
del mismo modo que se realizd la reduccidn de las oximas in-
termediarias en la sintesis de 6 (pdgina 197). No se obtuvo
el producto deseado sino una mezcla de indol-3-carboxaldehido
(13) y el producto de reduccién de éste, 3-(hidroximetil)-
indol (17), segflin se determind por CCD (solventes 7 y 10).
Método B: (por hidrogenacidn catalitica.

Se disolvid la imina (29) (180 mg) en metanol (50 ml) y
se agregd catalizador de Pd/C (10% de Pd) (15 mg); se hidro-
gend 48 horas a 1 atm y temperatura ambiente. Se filtrd el
catalizador y se evapord el solvente a temperatura ambiente.
Se obtuvo 3-(metilaminometil)-indol (7) homogéneo por CCD

(solvente 2) (80 mg), el cual fue caracterizado por RMN-13C.

Pf = 96-102°C (literatura 99-102°c®?).

RMN—13C: en Tabla 16, pagina 169.

V.9. Ensayos de proteccibén del grupo NH de indol y 6-bromoindol.
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Obtencibén de l-trimetilsililindol (21).

Indol (117 mg) se disolvi6 en THF (5 ml) a -20°C; se
agreg6 una solucidén 1,6 M de n-BulLi en hexano (0,7 ml) y se
llevdé hasta temperatura ambiente; se agregd entonces nueva
mente solucién de n-BulLi (1,6 M; 0,3 ml).

La mezcla de reaccibn se enfrid hasta 0°C y se agregd
una solucién de cloruro de trimetilsililo (0,3 ml) en THF
(1 ml). Se dej6 toda la noche a temperatura ambiente con
agitacidén. Se evapord el solvente, obteniéndose l-trimetilsi
lilindol (21) homogéneo por CCD (solvente 14) el cual fue

caracterizado por RMN-13C.

RMN—13C: en Tabla 16, pidgina 168.

Ensayo de obtencién de l-trimetilsilil-6-bromoindol (22).

6-bromoindol (146 mg; 0,8 mmoles) se disolvié en THF
(4 ml) en atmSsfera de nitrégeno a -10°C; se agregd una so-
lucién de n-BuLi en hexano (1,6 M; 1 ml) y se llevd hasta
temperatura ambiente, con agitacidén. Se enfri nuevamente
hasta -10°C y se agregd una solucidn de cloruro de trime-
tilsililo (0,3 ml) en THF (1 ml); se dejd toda la noche a
temperatura ambiente con agitacidn.

El producto se extrajo del medio de reaccidn agregando
agua y luego éter etilico. La fase etérea se secd sobre sul
fato de sodio anhidro, se filtrd y se evapord el solvente
a presidn reducida. El residuo obtenido se purificé por CC

(silicagel, solvente de desarrollo hexano:benceno, 7:4)
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recuperédndose el reactivo.

La reaccidn se repitié trabajando a -78°C determinén-
dose por CCD (solvente 14) que el producto deseado (Rf=0,8)
se formaba en el seno de la reaccidn, pero que &ste se des
componia a 6-bromoindol (20) (Rf=0,5) en la etapa de aisla
miento, afin cuando se evapord directamente el solvente des
de el baldn de reaccidén a presibn reducida o bajo corriente
de nitrdgeno.

Reaccidn de l-trimetilsilil-6-bromoindol (22) con n-butil-

6-bromoindol (20) (35 mg) se disolvid en éter etilico
anhidro (2 ml) en atmSsfera de nitrdgeno a -78°C, se agregd
n-BuLi (1,6 M; 0,5 ml) y se dej6 calentar hasta temperatura
ambiente. Se enfrid nuevamente a -78°C y se agregé una solu
cibén de cloruro de trimetilsililo (0.150 ml) en &ter etilico
(0,5 ml) y se dej6 que la temperatura llegue a 25°C. Se vol
vid a enfriar a -78°C y se agregdl la solucidn de n-BulLi (1,6
M; 0,5 ml) y se mantuvo a esa temperatura durante 30 minutos.
Se agregd entonces agua destilada (1 ml) y se extrajo con
diclorometano. Se secd el solvente sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtrd y evapord a presidn reducida. Se obtuvo
un producto (20 mg) que fue identificado tentativamente por
EM como 2-trimetilsilil-6-bromoindol (23) .

EM: en Figura 13, pagina 42.



Experiencias con plantas

de cebada enteras
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V.10. Material vegetal.

Se utilizaron semillas de Hordeum vulgare (cebada) de
la variedad MAGNIF 102 INTA cosechadas durante 1978 y 1979,
para los primeros experimentos, y en 1982 y 1984 para los
Gltimos. Esta variedad de cebada cervecera fue desarrollada
por el INTA y proviene del cruzamiento de la variedad nacio
nal MATERIA HEDA con la variedad norteamericana QUINN, rea-
lizada en 1954.

Luego de realizadas durante varios anos las pruebas de
resistencia a enfermedades, pureza varietal, rendimiento y
calidad industrial, se decidid inscribir a esta variedad en
los registros del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de

la Nacidn, en 1968, con el nombre de MAGNIF 102 INTA113.

V.1ll. Germinacidén de cebada.

El crecimiento de las plantas se realizd en una céamara
de acrilico, con circulacidn forzada de aire caliente. Su
temperatura interna se reguld a 25°:t0,5°C en el centro de
la c8&mara, siendo la temperatura en el nivel inferior de
23°C.

Las plantas recibieron luz natural, suplementada con
dos tubos fluorescentes Sylvania Gro Lux de 20 watt cada uno.

Los ciclos de luz y oscuridad se regularon mediante un reloj

interruptor a 12 horas cada uno.
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Las semillas se esterilizaron por inmersién en una
solucién acuosa al 1 % de hipoclorito de calcio durante 40
minutos y se sembraron en arena lavada y calcinada, hume-
decida con agua destilada. A partir del cuarto dia de desa
rrollo, las plédntulas se regaron con una solucidn salina

nutriente cuya composicidn se indicd en la Tabla 4, pagina

64114-115.

Las plantulas se mantuvieron en bandejas de pl&stico
en arena hasta 3-5 dias antes de realizar los experimentos
de recoleccidn de 14CO2 en que se pasaban a los frascos
correspondientes. Cuando el objetivo del experimento fue
aislar intermediarios, éste se realizaba directamente en
las bandejas, teniendo previamente la precaucidn de sacar

las plantas que no habian desarrollado bien y las semillas

no germinadas, las cuales podian resultar fuentes de conta

minacidn.

V.12. Dosaje de gramina en plantas de cebada en desarrollo.

Se hizo germinar en la camara de crecimiento en las con

diciones anteriormente descriptas, aproximadamente 3000 se-
millas, las cuales se distribuyeron uniformemente sobre una
capa de arena calcinada y lavada con agua destilada, (aproxi

madamente 2 cm de espesor), manteniendo una relacién de apro

ximadamente 1,6 g de arena por semilla.
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Para determinar el contenido del alcaloide en las
raices se retiraron 100-200 plantas (segln la determina-
cién), a los 3, 4, 5, 7, 9, 11, 12, 19 y 26 dias de ger-
minacidén, y para determinarlo en plantas enteras se utili
zaron plantas de cebada de 4, 7, 9, 11, 13, 15, 18, 21 y
24 dias de germinacién (30-40 plantas).

Las plantas o raices fueron maceradas con metanol:
&cido clorhidrico (100:1,2) en mortero, la mezcla de ex-
traccibén se dejé 24 horas en reposo a 4°C y se filtrd. El
filtrado se concentrd a presidn reducida hasta aproxima-
damente 70 ml y se alcalinizd hasta pH 9 con solucidn de
hidréxido de sodio 0,1 N. La solucidn alcalina se extrajo
exhaustivamente con diclorometano; la fase orgé&nica se
secd sobre sulfato de magnesio y se evapord a sequedad
obteniéndose la mezcla cruda de bases nitrogenadas.

El residuo seco se disolvid en 0,5-1 ml de metanol
seglin la determinacidn y la gramina se separd realizando
una CCD bidimensional, utilizando sucesivamente los sol-
ventes de cromatograffia 1 y 2. En todos los casos se de-
sarrollaron 4 placas de 0,25 mm de espesor y se sembrd 100

ul de la solucibén del extracto crudo en cada una; para de
terminar la zona del cromatograma correspondiente a gramina
(5), se sembrd una quinta placa en condiciones idénticas a

las anteriores, la cual se reveld con vapores de iodo.
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Para aislar la gramina (5) se separd la silicagel
correspondiente a la zona de desarrollo del alcaloide y
se extrajo con metanol:&cido clorhidrico (100:1,2; 2 x 2,5
ml). La solucidén de gramina obtenida se utilizd para deter
minar su espectro de absorcidn ultravioleta en el rango de
320-230 nm, midiendo en todos los casos la absorbancia en
el mé&ximo a 276 nm. Como blanco se utilizd una solucidn ob
tenida por el mismo procedimiento de extraccidn, pero de
zonas de igual &rea de la placa donde no se registrd la pre
sencia de ningGn compuesto.

Las soluciones de gramina para determinar la curva de
calibracidn se prepararon por diluciones adecuadas de una
solucidn patrdén que contenia 0,1310 + 0,0002 g de gramina
disueltos en 10 ml de metanol; 100 ul de cada solucidn se
sembraron en placas preparativas en condiciones idénticas a
las descriptas para la determinacidén de gramina presente en
las plantas. Los valores de concentracidn de gramina (5) y
de absorbancia en el mdximo a 276 nm, se detallan en la

Figura 30, p&gina 67.

V.13. Determinacidn de la cinética de absorcién de gramina.

Se transfirieron 100 plantas de cebada de 6 dias de de-
sarrollo a vasos de precipitados de 50 ml (2 plantas en cada
vaso), los cuales contenian cada uno 10 g de arena calcinada

y lavada, manteniéndolos siempre dentro de la clmara de cre-
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cimiento.

En el momento adecuado (11 o 14 dias de desarrollo),
se agregd (cuidando de no tocar los tallos de las péntulas)
una solucidbn de gramina-a—l4C (5,8 x 106 dpm/mg; 33,6 ug)
en la minima cantidad de metanol (8 ul) y llevada a volumen
(10 ml) en un matraz, con agua destilada. Para determinar
la recuperacién de la gramina desde la arena a diferentes
tiempos, se utilizaron 3 vasos conteniendo s8lo arena (10 g)
Yy gramina-a-l4c (33,6 ug), los cuales se utilizaron como con
trol.

En el momento adecuado, las plantas fueron removidas y
la arena se extrajo con metanol:&cido clorhidrico (100:1,2).
Los extractos fueron concentrados a presidn reducida, se di-
luyeron con agua, se ajustd el pH a 9 con una solucidn de
hidré6xido de sodio 10% p/v y se extrajeron repetidamente con
diclorometano:metanol (4:1). El residuo obtenido en cada
caso se mezcld con gramina fria (1 mg) se disolvid en meta
nol (0,1 ml) y se purificé por CCD preparativa (silicagel;
solvente 1).

La zona del cromatograma correspondiente a gramina, se
extrajo con metanol:&cido clorhidrico y se determind la ra-

diactividad en una alicuota de la solucidn de gramina obte-

nida.
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degradaci6n de C-a y C-2

de gramina a CO.,

Plantas de cebada de 6 dias

de desarrollo, fueron trans

plantadas a un recipiente de vidrio con tapa hermética con

dos conductos que permitian respectivamente la entrada y 1la

salida de aire. En todos los casos, se utilizaron 50 plantas

y 250 g de arena. La gramina-a—14

Cco gramina—2—14C se disol-

vid en metanol y agua, como se indicd en la p&gina 207.

La solucién de gramina se suministré a las plantas por

medio de una jeringa y un tubo delgado de pléastico que se

introdujo por el conducto de entrada de aire hasta la arena

en que estaban sembradas las plantas. De esta misma forma se

regaron las plantas una vez por dia con solucidn salina de

riego. El orificio de entrada de

aire se conect6 a un bombea

dor de diafragma (500 ml/min.) y el tubo de salida se conec-

td a cuatro trampas para dibxido de carbono en serie, cada

una de las cuales contenia una solucién saturada de hidréxi-

do de bario, recientemente preparada.

La cantidad exacta de radiactividad suministrada se de-

termind en cada caso midiendo una alicuota de 50 ul de 1la

solucidn de gramina—l4c que se

Las soluciones de hidrdéxido
tervalos de tiempo adecuado y el
se filtrd y se secd en desecador

Alicuotas del carbonato de bario

utilizaba en la experiencia.
de bario se cambiaron a in
carbonato de bario formado
al vacio durante 24 horas.

obtenido en cada determina-
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cién (3-6 mg) se suspendieron en 1 ml de agua y 14 ml de so-
lucidn centelleadora de dioxano(por exposicidn a ultrasonido)
y se agregd gelificante Cab-0-Sil (Cabot Inc) (200 mg), para
evitar la decantacidn del s6lido. La radiactividad se deter

mind directamente sobre las suspensiones, obteniéndose de es
te modo una eficiencia del 78%, segflin se determiné con mues-

tras standard de 14CO3Ba procesadas en condiciones idénticas.

V.15. Degradacidn de gramina-2-14C por plantas de H.vufgaze.

Inoculacidén de gramina—2-14C.

Plantulas de cebada de 11 dias de desarrollo (230) cre-
cidas sobre arena en bandejas de pléstico, fueron inoculadas
con una solucidn de gramina—2-l4C (5,2 % 106 dpm/mg) (5,17
mg) en agua (10 ml); (la cantidad exacta de radiactividad se

determind en una alicuota de la solucidn).

Recuperacidn de gramina-2—l4C no absorbida.

Las plantas se retiraron al cabo de 7 dias, mojando la
arena con agua destilada y con ayuda de una esp&tula para
evitar la ruptura de las raices. Estas fueron lavadas también
con agua directamente sobre las bandejas. La arena se extrajo
con metanol:acido clorhidrico (100:1,2) y este extracto se
juntd con el agua remanente en la arena y la agregada durante
la separacidén de las plantas. Se evapord a sequedad y se pro

cesd como se indicd en la pigina 206 para el anilisis de la

gramina presente en la arena.
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Extraccién del material vegetal.

El material vegetal, sin secar, fue separado en raices
y parte aérea y ambas fracciones fueron disgregadas en un
mortero con ayuda de arena lavada y extraidas en Soxhlet. con
metanol, renovando el solvente cada 24 horas; se controld
la finalizacidén de la extraccidn por medicidn de la radiac-
tividad extraida. Los extractos se lavaron con hexano hasta
no méds decoloracién de la fase metandlica; el metanol se eva
pord a presidn reducida y se guardd hasta su uso a 4°C en
oscuridad y atmésfera de nitrdgeno.

El material vegetal no extraible con metanol se extrajo
con agua en forma similar, y los extractos acuosos se liofi-
lizaron y guardaron hasta su uso en oscuridad, a 4°C. En todos
los casos, se determind la radiactividad sobre alicuotas de
los extractos, y la extraccidén se finaliz6 cuando la radiac-
tividad encontrada era despreciable respecto a la del extracto
anterior.

Disgregacidén del material vegetal insoluble.

Alicuotas del material vegetal de raifices (10 mg) y tallos
(13 mg) no extraibles con metanol ni agua se trataron con pro
tosol (1 ml) durante 3 horas a 50°C, con agitacidén ocasional;
se agregaron 15 ml de solucibdn centelleadora de tolueno y se
guardd en oscuridad a 4°C durante 2 dias (para evitar la foto-

luminiscencia) antes de medir la radiactividad.



-210-

Aislamiento del triptofano de proteinas.

El material vegetal insoluble en metanol y agua fue lio
filizado; el residuo obtenido de raices y tallos, separadamen
te (0,15 g) se tratd con hidrbéxido de bario hidratado (1,87 g)
y agua destilada (21 ml) y se calentd en un tubo cerrado a
125°C durante 24 horas. La suspensidén resultante se llevd a
PH 5-6 con &cido sulffirico 2 N y se separd$ el precipitado de
sulfato de bario por centrifugacién. El1 sobrenadante se lio-
filizd durante 24 horas, obteniéndose un precipitado blanco
gue contenia los aminodcidos (aproximadamente 20 mg).

El extracto de amino&cidos se disolvid en agua alcalini-
zada con amoniaco (0,3 ml) y se sembrd en cada caso una ali-
cuota (0,1 ml) para la separacidn por CCD preparativa (solven
te 3). Otra alicuota (0,1 ml) se utilizd para los ensayos de
radiactividad. E1l cromatograma obtenido se separd en tres zo-
nas: la que contenia triptofano (Rf 0,8), la parte superior
y la parte inferior.

Los amino&cidos presentes en la silica se eluyeron con
agua (3 x 2 ml), la solucibn se liofiliz6 y se determiné la
radiactividad.

Antes de realizar la CCD preparativa, se ensayaron para
la separacibébn de amino&cidos los solventes 4 y 5, los cuales
no fueron utilizados posteriormente.

Procesamiento de los extractos.

Los extractos metanblicos de raices y tallos se cromato-
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grafiaron separadamente en columna de silicagel, eluyendo
con diclorometano y mezclas de diclorometano:metanol de po-
laridad creciente. Los eluatos se analizaron por CCD (sol-
ventes 1, 6, 8 y 10) y las fracciones que contenian las mis
mas sustancias se juntaron y ensayaron por radiactividad.

V.16. Experiencias con gramina—a—l3c.

Experiencia control.

Plantas de cebada de 11 dias de desarrollo (410) distri
buidas en bandejas de plastico (360) y en el frasco descripto
14

en V.14 para la determinacidn del CO2 expelido por las mis

mas (50), fueron inoculadas con una solucidn que contenia
gramina—a—l4c (5,8 x 106 dpm/mg; 1,5 mg) y gramina fria (6,5
mg) en la cantidad minima de metanol y solucién salina de
riego (25 ml). Con las plantas colocadas en el frasco se de-
termind la radiactividad evolucionada en el CO2 expelido en
la misma forma que se describib en V.14.

Después de 40 horas las plantas se cosecharon en la for
ma habitual, se cortaron en pequenhos trozos y se extrajeron
con metanol a 10°C en atmSsfera de nitr6geno, utilizando una
licuadora y centrifugando después de cada extraccidén a 0°C,
hasta que las fracciones obtenidas presentaban un valor de
radiactividad despreciable. Los extractos metanflicos se jun

taron, evaporaron a presidn reducida hasta un vol@Gmen de

aproximacamente 50 ml y se lavaron con hexano hasta no més
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decoloracidén. Se determindé la radiactividad en cada extrac
to; el metanol fue evaporado a presibén reducida y el resi-
duo s6lido se guardd en oscuridad y atmésfera de nitrbgeno
a 4°C.

El material vegetal insoluble en metanol, se extrajo
en forma similar con agua y el agua se elimind por liofili
zacidén. La arena y el agua de riego remanente se procesa-
ron en la forma habitual, descripta en V.13.

El extracto metandlico se disolvid en Cl_,CD:CD

3 3
(4 ml) v se determind el espectro de RMN—13C; el insoluble

oD (1:1)

se disolvid en agua (3 ml) (con ayuda de ultrasonido) y se
juntd con el extracto acuoso obtenido desde las plantas; se
agregd D20 (1 ml), se volvié a aplicar ultrasonido para com
pletar la disolucidn y se determind el espectro de RMN-13C
de esa fraccidn. Se tomd una alicuota (50 ul) de cada extrac
to para ensayar la radiactividad. (Los espectros obtenidos
se utilizaron como blancos para su comparacidn con los obte
nidos con gramina—u—l3C).

El extracto C13CD:CD3OD sobre el que se determind el
espectro de RMN—13C se evapord a sequedad a presién reducida;
se agregd metanol (50 ml) y se dejd una noche a -10°C. El
precipitado se descartd y el filtrado se concentrd al vacio,
se llevd a 10 ml con metanol y se extrajo dos veces con ben

ceno (30 y 15 ml). Los extractos combinados se evaporaron

a sequedad y el residuo se extrajo con benceno:metanol (20:1)
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(5 x 0,5 ml).

La muestra prepurificada obtenida se concentrd
hasta 0,5-1 ml y se cromatografif en una columna de silica
gel eluyendo con benceno:metanol (20:1) (30 ml), (fraccidén
I); luego con benceno:metanol (15:1) (30 ml), (fraccibn II),
y finalmente con éter etilico:metanol:agua (30:10:1) (35 ml)
(fraccidn III)84. Se tomaron alicuotas de cada fraccidn pa-
ra determinar radiactividad.

El extracto metandlico no extraible con benceno se
evapord a sequedad, se disolvi6 en n-butanol (5 ml) y se
extrajo con agua saturada con n-butanol (10 ml); se tomd
una alicuota de cada fraccidn para ensayar radiactividad.

Los extractos se evaporaron a sequedad a presidn redu
cida. El residuo de la fase butandlica se cromatografid en
columna de silicagel en la forma descripta en la p&gina
210 para la purificacidn de gramina (5).

El extracto acuoso se tomS con 1 ml de agua y se sem
braron tres placas de CCD (0,25 mm) (solvente 11) (0,1 ml
en cada una) con testigos de aminodcidos (arginina, glici
na, &cido aspértico y triptofano) y azficares (glucosa y
rafinosa); una de las cromatoplacas se dej6 que impresio-
nara un papel fotogrédfico (165-1454-X-OMAT XAR-S5 Film, 8"

x 10", Kodak) durante 7 dias, a temperatura de 4°C. Las
otras dos placas se utilizaron con fines de identificacidn;

fueron reveladas con ninhidrina y con anisaldehido/sulfirico
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respectivamente.

3 . . 13
Experiencia con gramina-a-~"C.

Plantas de 11 dias de desarrollo (380) distribuidas
en bandejas de pl&stico, fueron inoculadas con una solu-
cién que contenia gramina—a—l3c (8 mg) en la cantidad mi-
nima de metanol y solucidn salina de riego (25 ml). Las
mismas fueron procesadas en la forma que se describid pa-
ra la experiencia control (p&gina 211) para la determina-

13

cidén de los espectros de RMN-""C de los extractos de

0:D,0.

C1,CD:CD,0D y H,0:D,

3 3

V.17. Experiencias de competencia y captura.

Para la realizacidn de estas experiencias se procedib
en forma similar a la determinacién de la radiactividad en
el CO2 expelido por las plantas a partir de la administra-
cidn de gramina radiactiva (seccibén V.14).

Los compuestos 3-(hidroximetil)-indol (17), indol-3-
carboxaldehido (13) y &cido indol-3-carboxflico (14) (1 mg
de cada uno) se disolvieron en la mfinima cantidad de meta-
nol y agua (4 ml) conteniendo Tween 20. Las soluciones de
estos compuestos se agregaron en la misma forma que la solu
cién de gramina-a-l4c, 48 horas después del agregado del
trazador. Los compuestos L-triptofano (11), formiato de so-
dio y &cido N-formilantranilico (32) se agregaron disueltos

en agua (1 mg en 4 ml, cada vez), a las 54 horas (11) o a
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las 80 horas (32 y formiato) de haberles suministrado a
las plantas gramina-2- 14C .

En la experiencia en que se recuperd indol-3-carboxal
dehido (13) desde las plantas, &stas se extrajeron con me-
tanol y la fase metan&lica se procesd como se indicd en
V.16 (pdgina 212). Cada fraccidén de la columna cromatogré-
fica (indicadas con los numeres.IL, II y III en la p&gina
213) se ensayd por radiactividad. Se agregd indol-3-carbo-
xaldehido frio a la fraccién I (20 mg) se evapord el sol-
vente a sequedad a presidn reducida y el residuo obtenido
(fundamentalmente 13) se recristalizd desde etanol hasta
actividad constante (5600 dpm/mg).

Al finalizar la experiencia en que se ensayd el &cido
N-formilantranilico (32), las plantas se extrajeron con
metanol, se agregd el compuesto 32 frio (20 mg), se evapord
el solvente a presidn reducida y el residuo (fundamental-

mente 32) se recristalizd tres. veces desde agua. El produc

to obtenido presentd una actividad de 1450 dpm/mg.

V.18. Experiencias con indol-3-carboxaldehido-2-l4c y &cido

indol—3-carboxilico-2-14C.

Determinacidn de la velocidad de degradacién del C-2 de indol-

3-carboxaldehido (13) y &cido indol-3-carboxflico (14) a CO

e
La determinacién de la curva de evolucibén de 14CO2 a
partir de indol-3-carboxaldehido—2—14C o &cido indol-3-carboxi
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lico—2—l4c, se realizaron en la misma forma que las descrip
tas para gramina—l4c (pdgina 207). En todos los casos se uti
lizaron plantas de cebada de 14 dias de desarrollo (50), y
el aldehido (13) (1 mg; 1,7 X 10° dpm/mg) o el &cido (14)

(1l mg; 2,1 x 106 dpm/mg) se suministraron disueltos en la
cantidad minima de metanol y agua (1 ml) conteniendo Tween
20. Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 48,
pdgina 126.

Extraccidén del material vegetal y la arena.

Al finalizar las experiencias anteriores, las plantas
fueron separadas en raices y parte aérea, y extraidas separa
damente con metanol en una licuadora, bajo atmbsfera de ni-
trégeno. El1 extracto metandlico se lavd con hexano. La arena
se extrajo con metanol y el extracto obtenido se juntd con
el agua de riego remanente. Se tomaron alicuotas de cada
fraccidén para los ensayos de radiactividad (Tablas 8 y 10,
paginas 116 y 126, respectivamente).

Los extractos se concentraron a presidn reducida hasta
un volumen de 3-5 ml y se tomaron alicuotas para realizar
CCD (silicagel; solventes 1 y 10). Las diferentes zonas del
cromatograma donde se detectaron sustancias (reveladas al UV

254 nm, y/o con reactivo de Ehrlich) fueron cortadas y elui
das con metanol, determin&ndose la radiactividad. Las zonas

de los cromatogramas correspondientes a gramina (5), indol-
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3-carboxaldehido (13) y &cido indol-3-carboxilico (14) se
determinaron por comparacifén con muestras auténticas. La
radiactividad presente en cada uno de estos compuestos se
indica en la Tabla 8, pagina 116.

Aislamiento e identificacidn de gramina y &cido indol-3-

carboxilico a partir de indol—3—carboxa1dehido-2-14c.

Se utilizaron 800 plantas de cebada de 14 dias de
desarrollo, 50 de las cuales se colocaron en un frasco
adecuado para la determinacidn dellﬂXb expelido, (padgina
207). Se suministrd una solucidn que contenia indol-3-car
boxaldehido-2—14c (5,5 mg; 1,7 x 106 dpm/mg) e indol-3-car
boxaldehido (15 mg) en la minima cantidad de metanol y
agua (10 ml).

A las 78 horas de administrar el trazador las plantas
se procesaron como se indicd en la p&gina 217. El extracto
metandlico obtenido se procesd siguiendo el procedimiento
de Magnus84 descripto en la p&gina 213, y el extracto me-
tandlico remanente se cromatografid en columna de sflicagel
utilizando como solventes diclorometano y mezclas de diclo-
rometano:metanol de polaridad creciente. Los eluatos obte-
nidos en las dos CC se ensayaron por radiactividad; alicuo
tas de los mismos se cromatografiaron en CCD (silicagel;

solventes 1 y 10) y las cromatoplacas se revelaron por ex-

posicidn a la luz UV (254 nm) y/o con el reactivo de Ehrlich,



-218-~

contra testigos de gramina (5), indol-3-carboxaldehido (13)
y 8cido indol-3-carboxilico (14) auténticos.

Las fracciones que contenian estos compuestos fueron
evaporadas a sequedad, tomadas con metanol (0,5 ml) y anali
zadas por CLAR preparativa (columna Alltech R-Sil 18 HL
10 ym, 500 x 10 mm DI;1 ml/min.; solvente agua:etanol:&cido

acético glacial, 79:20:1; tr.: 4,5 min.,

5 13

tr14:12 min.). Las fracciones obtenidas en CLAR cuyos tiem-

:20,4 min.,

pos de retencidn (tr) coincidian con los de los compuestos
5, 13 y 14, se evaporaron a presidn reducida, liofilizaron
y analizaron por espectrometria de masas. Los EM obtenidos
eran coincidentes con los de gramina (5), indol-3-carboxal-
dehido (13) y &cido indol-3-carboxilico.

La radiactividad presente en cada una de estas sustan-
cias fue de: gramina: 140250 dpm (tallos); indol-3-carboxal
dehido: 74800 dpm (tallos) y 383350 dpm (raices) y &cido
indol-3-carboxilico: 785400 dpm (raices). Las incorporaciones
absolutas en cada uno de los compuestos aislados se resumen

en la Tabla 9, pagina 122.

V.19. Experiencias con tallos de cebada.

Determinacidn de la velocidad de absorcién.

Plantas de cebada de 14 dias de desarrollo (200) se reti

raron desde la arena en que crecieron, se cortaron las semillas
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con la raiz, y los tallos se colocaron en un cristalizador
de 500 ml, el cual contenia una solucidén de gramina—2-14C
(5,2 x 106 dpm/mg; 3,9 mg) en buffer fosfato 0,5 M, pH 6,8
(80 ml), sorbato de potasio (0,3% p/v), ampicilina (100 uni
dades por ml) y mercaptoetanol (10 mM), de modo que sblo la
base de los tallos quedaba dentro de la solucidn tamponizada.
Se tomaron alicuotas (100 pl) del buffer al momento de
colocar los tallos (tiempo 0), a las 21, 39, 54 y 71 horas.

Extraccién de los tallos.

Ensayos con material inactivo.

Plantas de cebada de 14 dias de desarrollo (300) se pro
cesaron como se indicd més arriba; el buffer contenia grami-
na (6 mg). A las 40 horas, los tallos se cortaron en trozos
y se extrajeron con metanol en una licuadora (5 x 20 ml).

El extracto metandlico se evapord a sequedad a presidn redu
cida, se tomb con metanol (2 ml) y se cromatografid en una
columna de Sephadex LH 20 (solvente: metanol), recogiendo
fracciones de 2 ml cada vez (volumen muerto: 10 ml).

A partir de la quinta fraccidn comenzaron a eluir pro-
ductos coloreados; a partir de la fraccidén 14 comenzd a eluir
gramina (5) como finico compuesto inddlico hasta la fraccidn
18; entre las fracciones 19 y 23 eluian juntos gramina y trip
tofano (11) y a partir de la 24 hasta la 28, eluia sdlo trip-
tofano como compuesto indélico (segfin se determinaba revelan-

do las CCD obtenidas desde las fracciones, solvente 12, con
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el reactivo de Ehrlich). Las mezclas obtenidas en las frac-
ciones 19 a 23 se separaron por sucesivos pasajes a través
de la columna de Sephadex LH 20.

Procesamiento del material radiactivo.

Se utilizaron plantas de cebada de 14 dias de desarro-
llo (700) y una solucidn tamponizada que contenia gramina-
2-14C (5,2 x 106 dpm/mg; 3,3 mg) y gramina fria (11 mg), en
las mismas condiciones que las descriptas para la determina
cidén de la velocidad de absorcidn del alcaloide (p&gina 218).
Al cabo de 40 horas, los tallos fueron extraidos con metanol,
el extracto metandlico se lavd con hexano (la fase de hexano
resultd inactiva) y se procesd en la misma forma que se indi
cd para el ensayo con material inactivo.

Las fracciones obtenidas se analizaron por CCD (silica-
gel; solventes 1, 10 y 12) y se revelaron por exposicidn a
la luz UV (254 nm), con vapores de iodo o con el reactivo de
Ehrlich; las fracciones radiactivas que resultaron idénticas
por CCD se juntaron. Las fracciones que contenian gramina (5)
(10000 dpm; 120 ul) y las que contenian triptofano (11) (5000
dpm; 120 ul), se sembraron en una cromatoplaca (silicagel, 10
X 10 cm; solvente 12) junto a testigos de gramina-2—l4C(10000
dpm) diluida con gramina fria y triptofano (ngra=0,2; thri=
0,7); el cromatograma obtenido se adhirid a una placa fotogré-

fica y se dejé impresionar durante 5 dias, al cabo de los
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cuales se reveld el papel fotogrdfico (165-1454-X-OMAT
XAR-5 Film, 8" x 10", Kodak).

El extracto metanflico que contenia gramina (5) se
evapord a sequedad a presidén reducida y se purificd por CC,
como se indicdé en la seccidén V.15, p&gina 210. La fraccidn
de elucidn correspondiente a gramina (5,8 x 106 dpm) fue
analizada por CCD (silicagel; solvente 1) , CLAR y EM, en

las mismas condiciones que se describieron en la seccibn

V.18 (p&gina 218)

V.20. Experiencias con gramina marcada en el anillo bencé-

nico.

Experiencia piloto con gramina—6—3H.

Plantas de cebada de 11 dias de desarrollo (130) coloca
das en un cristalizador de 1000 ml en arena lavada y calcina
da, fueron suplementadas con una solucién gque contenia grami
na—6—3H (5,4 x 106 dpm/mg; 2,2 mg) en la minima cantidad de
metanol y agua (10 ml), en la misma forma que se indicd en
V.13 (p&gina 206).

Al cabo de 7 dias las plantas se cosecharon, se separa-
ron en raices y parte aérea, y las fracciones se extrajeron
separadamente con metanol (primero en frio, en un mortero,

Y posteriormente a temperatura de ebullicidn en un extractor

Soxhlet). El solvente se cambib cada 24 horas y en las frac-
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ciones obtenidas se determiné radiactividad; la extraccidn
se finaliz6 cuando la fraccibén obtenida contenia radiacti
vidad despreciable frente a la inmediata anterior. La are
na se extrajo sucesivamente con metanol y metanol:&cido
clorhidrico (100:1,2); los extractos obtenidos y el agua
de riego remanente al finalizar la experiencia se ensa-
yaron por radiactividad.

Una fraccidn del extracto metanol:&cido clorhidrico
se neutralizd con bicarbonato de sodio y se analizd por
CCD (siflicagel) realizando dos desarrollos sucesivos con
los solventes 13 y 1. El cromatograma obtenido se reveld
por exposicibn a la luz UV (254 nm); las zonas correspon
dientes a gramina (5) y &cido antranilico (30) se cortaron
y desorbieron desde la silica con metanol; los extractos
obtenidos se ensayaron por radiactividad.

Los extractos metanflicos de tallos y raices, se la-
varon separadamente con hexano hasta no m&s decoloracidn,
y los extractos obtenidos se ensayaron por radiactividad.

Los extractos metanélicos se concentraron a presidn
reducida hasta un volumen de aproximadamente 5 ml; alicuo-
tas de los mismos se cromatografiaron en la forma indicada
anteriormente para el extracto proveniente de la arena, ex
cepto que se cortd el cromatograma desde la zona de desa-
rrollo del &cido antranilico (30) (Rf=0,7) después del de-

sarrollo en el solvente 13.
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Los extractos provenientes de la arena y el agua de
riego remanente, se juntaron, se agregd gramina fria (30 mg),
se ajust6 a pH 9 con solucidn de hidrdéxido de sodio 0,1 N
y se extrajo con diclorometano. La fase de diclorometano
se proces6§ en la forma indicada en V.13 para la recupera-
cidn de la gramina desde la arena.

El extracto metandlico acuoso se llevd a pH 5 con &ci
do clorhidrico diluido y se extrajo nuevamente con dicloro
metano; se tomaron alicuotas de cada extracto para ensayar
radiactividad. Una fraccidén del extracto acuoso resultante
se llevd a pH 7 con bicarbonato de sodio y se liofilizé6
recogiendo el agua de liofilizacidn en un baldn, a -20°C.
El agua obtenida se ensay6 por radiactividad.

Los resultados obtenidos se indican en la Figura 49,
pdgina 138.

Hidrdlisis &cida del extracto de raices.

Una alicuota del extracto metandlico de raices (0,2 ml)
y &cido clorhidrico concentrado (0.02 ml) se calentdé 3 horas
a 70°C en tubo cerrado. El liquido obtenido se ajustd a pH
5 con bicarbonato de sodio y se separd por CCD de la misma
forma que se indicd anteriormente para los extractos meta-
ndlicos de tallos y raices (pdgina 222). Se cortd el croma-
tograma en diferentes zonas, se desorbieron las sustancias
desde la silicagel con metanol y se ensayaron por radiacti-

vidad. Los resultados se resumen en la Figura 49.
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Andlisis del material vegetal insoluble.

Determinacién de la radiactividad en los extractos.

El material vegetal no extraible con metanol provenien
te de raices (25 mg) o de tallos (23 mg) se tratd con hidrd
xido de hyamine (1 ml) y se dejd durante 3 horas a 60°C, con
agitacidn ocasional. Se agregd solucidn centelleadora de to-
lueno (14 ml), se guardd durante 2 dias a 4°C en oscuridad y
se midi6 la radiactividad. (Figura 49, pagina 138).

Hidrb6lisis alcalina.

Material vegetal insoluble de raices o tallos (0,15 g)
se procesaron como se indicd en V.15 para el aislamiento de
triptofano (11). Una alicuota del producto de hidrélisis
crudo se ensayd por radiactividad. (Figura 49).

Aislamiento de la lignina de raices.

Material vegetal insoluble de raices (0,8 g) y solucidn
de hidrdxido de sodio 0,5 N (20 ml), se calentaron durante
12 horas con agitacidén a 80°C. Al cabo de ese tiempo la mez-
cla se filtrd y el residuo insoluble se lavd con agua. Este
tratamiento se repitid dos veces mids sobre el residuo inso- .
luble. La solucibén béasica proveniente de estos tratamientos
se concentrd hasta unos 15 ml y luego se acidificd con &cido
sulf@irico 5 N. El precipitado de color pardo producido fue
separado por centrifugacidn y posteriormente lavado tres ve-
ces con agua. Este precipitado se disolvid en la minima can-

tidad de hidrdxido de sodio 1,25 N (aproximadamente 4 ml) y
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se agregaron etanol (16 ml) y &cido sulffirico 5 N hasta
ligera acidez.

La suspensidén producida se separd por centrifugacidn
y a la solucién limpida, de color pardo, resultante, se
elimind la mayor parte del etanol por evaporacidn. En este
punto precipité la lignina, la cual fue separada por cen-
trifugacidén y posteriormente purificada por redisolucibn
en hidréxido de sodio 1,25 N y precipitada por adicién de
dcido sulfGrico 5 N hasta ligera acidez. Esta suspensidn
se calentd a ebullicidén con lo que la lignina coaguld y
fue mas facil de separar por centrifugacibén. Se obtuvo
lignina (87 mg) la cual fue disuelta en hidrdxido de hyami
ne (1 ml) para determinar radiactividad, como se indic6 an
teriormente para la determinacidn de la radiactividad en
el material vegetal no extraible con metanol. Los resulta-

dos obtenidos se indican en la Figura 49, pagina 138).

Experiencia con gramina—(6—3H, 2-14C) .

Plantas de cebada de 11 dias de desarrollo (aproxima-
damente 2000) distribuidas en tres grupos de 50 plantas ca
da uno, uno de 250 plantas y otro de aproximadamente 1600
plantas, cultivadas en las condiciones habituales, fueron
suplementadas homogéneamente (50 ul/planta) con una solucién

que contenia gramina—6—3H (5,4 x 106 dpm/mg; 7,2 mg), grami

14
na-2--""C (5,2 x 106 dpm/mg; 5,0 mg) y gramina (34 mg) en
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metanol (5 ml) y solucién salina de riego, hasta un volumen
final de 100 ml (relacidn 3H/14C : 1,3 determinada en una
alicuota de 100 ul).

A las 50, 96 y 120 horas se procesaron los grupos de
50 plantas; a las 72 horas, el grupo de 250 plantas y el
resto a las 166 horas de haberles suministrado la gramina
radiactiva. En todos los casos, las plantas se procesaron
como se indicd para la experiencia con gramina—6—3H (pagina
221) hasta la obtencién de los extractos metandlicos, salvo
que la arena fue extraida primeramente con agua y este ex-
tracto se juntd con el agua de riego remanente y se liofili
26 como se indicd en la experiencia piloto (p&gina 223). Se
determiné la radiactividad sobre alicuotas de cada uno de
los extractos.

Se agregd a los extractos metandlicos de raices y tallos
(previamente lavados con hexano hasta no mé&s decoloracién),
gramina (5) y &cido antranilico (30) auténticos (entre 15 y
20 mg de cada uno). La solucidn metandlica se llevd a pH 9
con solucidén de hidréxido de sodio 10% p/v y se extrajo con
diclorometano; la fase de diclorometano se secd sobre sulfato
de sodio anhidro, se filtrd y evapord hasta sequedad a pre-
sidn reducida. El extracto obtenido se disolvid en metanol
(0,2 ml) y se sembrd en CCD preparativa (silicagel; solvente
1), contra testigo de gramina (5) auténtica. La zona del cro

matograma correspondiente a gramina (revelada al UV, 254 nm)
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se desorbi6 desde la silicagel con metanol y el extracto
obtenido se evapord a sequedad a presidn reducida y se cro
matografi6 en columna de silicagel (solventes de desarrollo:
diclorometano y mezclas de diclorometano:metanol de polari-
dad creciente). La fraccidén de elucidn de la columna que
contenia gramina (5) (CCD, solvente 1, Rf=0,45), fue evapo
rada a sequedad para determinar la masa y se tomd una ali-
cuota para los ensayos de radiactividad.

El extracto metandlico acuoso alcalino remanente, se
llevd a pH 5 con solucién de &cido clorhidrico 1%, y se ex
trajo nuevamente con diclorometano. La fase de diclorometa
no se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd y eva
pord a sequedad a presibén reducida. El residuo obtenido se
disolvid en metanol (0,2 ml) y se cromatografié en capa del
gada preparativa (silicagel; solvente 13) contra testigo de
dcido antranilico (30). La zona del cromatograma correspon-
diente a 30 (revelado al UV; Rf=0,75), se desorbif desde la
silicagel con metanol; el solvente se evapord a presidn re-
ducida hasta unos pocos mililitros, y se transvasd a un re-
cipiente adecuado para realizar la sublimacidn (110°C, 1 atm,
16-24 horas). El &cido antranilico asi obtenido se pesb6 y
tom6é una alicuota para determinar la radiactividad.

Los resultados obtenidos en esta experiencia se resumen

en las Tablas 12 y 12, pdginas 147 y 148 , respectivamente.
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Resumen.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el catabo-
lismo del alcaloide gramina en plantas de Hoadeum vulgane
(cebada) . Dicho estudio implicé la sintesis de gramina marca
da en distintas posiciones con is6topos de carbono e hidrdge
no, y de otros compuestos inddlicos relacionados, los cuales
fueron utilizados en experiencias "in vivo" con plantas de
cebada en desarrollo.

Los productos sintetizados permitieron realizar un estu-
dio detallado de los espectros de RMN-lH y particularmente

13

RMN C de indoles sustituidos.

En esta tesis se desarrollaron los siguientes temas:

1. Introduccibdn: donde se resumen las caracteristicas que

le confieren a ciertas moléculas el caricter de alcaloide;
se describen las caracteristicas de las plantas de cebada
utilizadas, los alcaloides presentes en las mismas y en par-
ticular, la presencia de gramina y los estudios realizados
por otros autores sobre su biosintesis y catabolismo. Se men
cionan ademés las propiedades bioldgicas de la gramina y se
hace referencia a su posible funcidn en el vegetal.

2. Sintesis de indoles isotbpicamente marcados: Se describe

la sintesis de los distintos trazadores, radiactivos o no, y
de otros compuestos indblicos empleados en la elucidacibn
del camino catabdlico de gramins y en estudios espectroscépi

cos. Ellos fueron: gramina—a—l4c, gramina-a—13c, gramina—2—14C,
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gramina—2-l3c, gramina—6-2H, gramina-6-3H, indol-2-l3C,

indol-6-2H, indol-3—carboxaldehidc-2—14C, indol-3-carboxal
dehido-2—13c, indol-3-carboxaldehido—6-2H, dcido indol-3-
carboxilico-2-14c, 3-(hidroximetil)-indol,3- (aminometil) -
indol, 3-(metilaminometil)-indol, é-bromoindol, 6-bromogra
mina y l-trimetilsililindol.

En especial, se desarroll6 una sintesis novedosa para
la obtencién de indoles marcados con deuterio o tritio en
el anillo bencénico, la cual resulté superior en especifici
dad y rendimiento quimico e isot6pico, a las anteriormente
conocidas.

Se aclararon adem&s algunas contradicciones halladas en
la literatura sobre la aplicabilidad de modificaciones de
la reaccidn de Madelung para la sintesis de indol isotbpica

mente marcado.

3. Experiencias con plantas de cebada:En este Capitulo se

describen:

a) Las condiciones utilizadas para el desarrollo de las plan
tas y el método de inoculacidn de trazadores en plantas de
cebada intactas en desarrollo.

b) Experiencias de degradacidn de gramina—a-l4c, donde se de

termind la degradacién del C-a a co,.

- C) Experiencias de degradacién de gramina—2—14c, donde se de

termind la degradacién del C-2 a Cco,.

d) Experiencias de degradacién de gramina—u-13c y su sequi-



-230-
miento por RMN-13C.
e) Experiencias de competencia y captura utilizando gramina-
a—14C Yy gramina—2—14c en conjunto con posibles catabolitos
como indol-3-carboxaldehido, &cido indol-3-carboxilico o 3-
(hidroximetil)-indol y triptofano, &cido N-formilantranilico
o formiato, respectivamente.
f) Experiencias de degradacién de indol-3-carboxaldehido-2-
14C y &cido indol-3-carboxilico—2-14C, donde se determind la
reversibilidad de la conversidn gramina indol-3-carboxal
dehido.
g) Experiencias realizadas con tallos aislados de cebada.
h) Experiencias de degradacidn de gramina—6—3H y de gramina-

(631, 2-1%c), donde se determiné la degradacién total del

sistema aromético.

En base a estos estudios se concluyd que el C-a de la ca
dena lateral de la gramina es degradado cuantitativamente a
COZ' mientras que el C-2 seria eliminado como formiato que
en gran parte se oxidaria a CO2 mientras el resto pasaria al
reservorio de C-1 del organismo donde seria posteriormente
metabolizado a una variedad de compuestos.

Los pasos en esta degradacidn serian la desmetilacidn se
cuencial del grupo dimetilamino y transformacidén a indol-3-
carboxaldehido a travé€s de una transaminasa, siendo esta par
te de la secuencia reversible y probablemente comfin con el

proceso biosintético de la gramina. Posteriormente se produ-
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ciria la oxidacidén irreversible a &cido indol-3-carboxilico,
descarboxilacibén con pérdida de la cadena lateral y ruptura
oxidativa del anillo pirrflico para dar &cido N-formilantra
nilico y finalmente &cido antranilico y formiato. Las expe-
riencias com gramina—6—3H permitieron ademis determinar que
el acido antranilico intermediario era también rdpidamente
degradado oxidativamente, con eliminacifn del 3H de la posi-
cidén 6 de la gramina como 3H20'

La reversibilidad de la conversién gramina indol-3-car
boxaldehido es analizada desde el punto de vista de su impli
cancia en la biosintesis de gramina, la cual no se encontraba
completamente elucidada.

4. Andlisis espectroscdpico: Los distintos compuestos inddli-

cos sintetizados, y en particular la marcacién con 2H Y 13C,

permitib estudiar exhaustivamente los espectros de RMN—lH Y
RMN—13C de estos compuestos. En especial se reasignaron las
resonancias de los carbonos 5 y 6 de indol y gramina y 4 y 6
de indol-3-carboxaldehido en sus espectros de RMN—13C, los
cuales estaban mal asignados en literatura. Ademds, se deter-
minaron los espectros de RMN—ZH de los compuestos deuterados,
los cuales permitieron también asignar inequivocamente las
resonancias del H-6 en los espectros de RMN—lH de los compues
tos sintetizados.

Se asignaron completamente los espectros de RMN—lH de

indol, indol—6—2H, 6-bromoindol, gramina-6—2H, 6-bromogramina
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e indol—3—carboxaldehido—6-2H.

5. Parte experimental: Se describe la parte experimental de

la labor realizada, donde se detallan las sintesis realiza-
das, las técnicas extractivas, cromatogréficas y espectros-
cbpicas empleadas, las condiciones de crecimiento de las

plantas y de administracién de trazadores,
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