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1. RESUMEN,

Las N-Isobutilcinamamidas se encuentran en diferentes plantas del género Zanthoxylum,
estos compuestos presentan diferentes actividades farmacol 6gicas.

En este trabajo se sintetizo N-Isobufilcinamamida y 12 derivados con  diferente
sustituyente como son: 3,4-Metilendioxi, 3-Fluor, 3-Metoxi, 4-Metoxi, 4-Bromao,
3.Bromo, 4-Metil, 4-Cloro, 3-Cloro, 4-Nitro, 3-Nitro, 2-Nitro. Se c:iracten'zuron
espectroscépicamente  por RMN, IR, UV y se determiné el punto de fusién de cada
compuesto.

Posteriommente se evalué el cfecto biologico en diferentes actividades de la fotosintesis
como transporte de electrones basal, desacoplado, fosforilante, sintesis de ATP, captacién de
protones, ¥ se encontréd que los compuestos inhiben todas las actividades de la fotosintesis, es
decir son inhibidores de la reaccién de Hill. De acuerdo al ¥50, ¢l compuesto mas activo fue el
derivado 3-Metoxi, se localizé ¢l sitio de inhibicion en las reacciones parciales de la
fotosintesis. Se¢ obtuvieron experimentalmente los cocficientes de particion y se realizaron
estudios de estructura-actividad se 1leg6 a la conclusion que los compuestos que favorecen més
la actividad inhibitoria de la renccion de Hill son los metoxilados,

Los derivados de N-Isobutilcinamamidas son considerados como alcloquimicos debido a
que la planta los utiliza para su proteccion contra los insectos y contra otras plantas. Este
{rabajo coniribuye a entender la accién alelopatica de las N-Isobutilcinamamidas.



2. INTRODUCCION.

Las malezas originan diversos problemas como son: dificultades en las labores de cultivo,
recoleccitn y uso de plaguicidas para su eliminacién, disminuyen en la produccién agricola y
repercuten considerablemente sobre la economia del agriculior. La disminucién en los
cosechas originadas por e} crecimiento de tales plantas varla de acuerdo a las zonas
climatolégicas y pueden ser del 15 al 50 % del valor total, debido principalmente a la
competencia que s¢ origina entre ellas y plantas agricolas por espacio, minerales, luz y agua.
El hombre desde tiempos muy remotos ha desarrollado métodos mecinicos, bioldgicos y
quimicos para combatir las malezas, resultan mds eficientes y econdémicos los métodos de
control quimico (Audus, 1979).

El desarrollo de herbicidas para proteccion vegetal se hace cada vez mds importante sobre
todo en paises eminentemente agricolas como es el caso de México. Los mejores son
substancias con una actividad maxima contra las malezas y lo menos dafiino posible hacia los
cultivos.y otras formas de vida. El disefio de estos se podri lograr cuando se conozca mejor la
forma en la que actian y ¢l sitio o zona de ataque de estos compuestos, asi como la fisiologia
vegetal de las malezas en presencia de los herbicidas (Lotina, 1989).

El modo de accién de la gran mayoria de los herbicidas no han sido adn esclarecido, su
descubrimiento se ha hecho en forma empirica.

El estudio de las relacioncs estructura-actividad bioldgica de series de compuestos pueden
contribuir al conocimiento de los mecanismos de la accion herbicida (Moreland, 1980).

La incorporacién de compuestos alclopticos dentro de la agricuttura puede reducir el uso
de herbicidas, fungicidas ¢ insecticidas sintéticos, los aleloquimicos causan menos
contamninacidn, ya que son biodegradables. La interaccion de las plantas con diversos
organismos, a través de su historia evolutiva ha traido como consecuencia que estos
desarrollen mecanismos de defensa tales como la produccion de compuestos aleloquimicos,
que el hombre utiliza para su beneficio. Estos productos proporcionan materia prima para fa
sintesis de hetbicidas, pesticidas y fungicidas.

Los agentes quimicos de alelopatia (aleloquimicos) son liberados por la planta donadora a
través de raices, tallos, polen y hajas éstos interaccionan con aqgucllas plantas que compiten
por las sales minerales, luz y agua para exterminarlas o interaccionan con los insectos que los
atacan.



Las N-Isobutilcinamamidas presentan actividad biocida (insecticida, amebicida,
antihelmfntica, herbicida), aunque no se ha esclarecido la relacidn estructura-actividad por
cuya interaccién biol6gica conduzca al organismo atacante (insccto, planta), tampoco se
canoce el blanco de ataque de estos compuestos, no existen investigaciones que indiquen si las
N-Isobutilcinamamidas del género Zanthoxylum actudn come aleloquimicos que afecten a la
fotosintesis. !

En este trabajo se hace un estudic de la relacién estructura-actividad para establecer si las
N-Isobutilcinamamidas afectan el metabolismo energético de las plantas a nivel de
fotosintesis, por tal razén se sintetizé N-Isobutilcinamamida y 12 derivados con diferente
sustituyetite, se estudié su efecto en diferentes actividades de la fotosintesis in vitro en
cloroplastos aislados de hojas de espinaca.

o



3. FUNDAMENTO DEL. TEMA

3.1, Propicdades farmacolégicas de N-Isobutilcinamamidas,

En nuestro pafs existe una notable tradicion en el uso de la flora para diversos propositos, y
esto explica que desde los inicios de Ia investigacién quimica se practique el estudio quimico
de la vegetacién. Ei género Zanthoxylum de la familia de las rutdceas, se considera como
sinénimo de fagarn (Yasuda, et al., 1982). Estc comprende altededor de 80 especies
encontradas principalmente cn Africa, Australia y America, En México se localiza en
diferentes estados de la Repiiblica como son: Michoacdn, Puebla, Oaxaca, Chiapas, Zacatecas,
Sinaloa, Baja California, Yucatdn, Morelos, Veracruz, San Luis potosi, Nuevo Leon,
‘Tamaulipas, Jalisco y Nayarit (Reyes, ct al., 1991).

La planta medicinal mexicana conocida con el nombre de "Colopatle” Zanthoxylum

Liebmannianum se utiliza en el valle de Tehuacin Pucbla como amebicida y antihelmintico, al
ser masticada, su corteza produce una sensacién de adormecimiento en la lengua y sabor
picante. Los metabolitos bioactivos aislados de cste género son N-Isobutilamidas de tipo
alifitico yl aromaitico. Algunas de cstas han sido estudiadas farmacolégica y
toxicologicamente, tal e¢s el caso de las amidas a-Sanshool, que poscen una toxicidad
relativamente baja para los animales de sangre caliente, caracteristica apreciada para el
desarrollo de insecticidas biodegradables. Se ha encontrado que la actividad biolégica de las
N-Isobutilamidas olefinicas es diversa y varia de acuerdo a el nimero de dobles enlaces, Ia
geometria moleculary la longitud de 1a cadena (Reyes, et al., 1991; Jacobson, 1971).
En el otiente de Africa el drbol medicinal Fagara macrophylla es conocido por ser
refativamente inmune al ataque de insectos. Un exdmen quimico de los extractos de la corteza
realizado para establecer la causa de la resistencia observada, llevé al aislamiento de cinco
compucstos inhibidores y/o téxicos contra insectos, uno de los cuales fué identificado como
Pellitorina [1), que ¢s el segundo en abundancia en ¢l extracto y resulté ser una amida muy
activa contra larvas de Pectinophora gossypiella, plaga que afecta a la agricultura (Jacobson,
1971).

/\/\/WﬁNH\/I\
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N-Isobutil-2E, 4E-decadienamida (Pellitorina). {1



Otro gmpo de amidas que resulta de gran interés es el de las arométicas, algunas de estas
han sido aistadas de la planta lamada Piper amologo, conocida en la india y América Central
por ser un remedio eficaz contra malestares estomacales; estudios recientes demuestran I
actividad hipotensiva de extractos de las hojas y raiz se han aislado 36 amidas algunas de eflas
son: Fagaramida(2}, y N-Isobutiicinamamida {3] (Achenbach, et al., 1986).

<§©&,§Nll\)\

Fagaramida (2

o

N-isobutileinamamida {3}

La actividad anticonvuisiva de N-Isobutilcinamamidas se¢ ha estudiade por un grupo de
investigadores de la Universidad de Beijing en China, para o cual se sintetizaron una seric de
compuestos y entre Jos mds activos son las N-Isobutii-3-clorocinamamida y N-Isobutil-2,4-
diclorocinamamida (Shuyu, et al., 1986).

En 1984 Kubo mostréd que las N-Isobutilamidas aisladas de Fagara macrophylla como la
{agaramida ticnen actividad moluscocida (Kubo, 1984).

La actividad herbicida de N-alquilamidas obtcnidas de mices y tallos de diferentes
variedades de vegetales, se sintctizaron diversos derivados de clorocinamamidas, dos de los
cuales resultaron ser muy activas como herbicidas N-metil-2-clorocinamamida{4] y N-propil-
2-clorocinamamida{5}, En este mismo trabajo se estudiarén 30 cinamamidas que prescntan
efecto potente contra malczas, tales como: Monochoria vaginalis, Rotola indica, Dopatrium -
Junceuns, Eleocharis acicularis, Sagittaria pygmaea y Scirpus jincoides (Shinohara, 1975).

ﬁNll\
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N-melil-2-clorocinamamida [4]
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N-propil-2-clorocinamamida [5]

Otro tipo de respuesta farmacoldgica inducida por estas amidas es el de relajante muscular,
fas halosustituidas en posicién meta como la N-butil-3-bromocinamamida y la N-ciclopropil-
3-fluorocinamamida, derivados de productos naturales la presentan (Grivsky, 1983).

En 1987 Michael Elliott inicié ¢l estudio de relacidn estructura-activided insecticida de
algunas N-Isobutilamidas aisladas de Piperaccas, demostro que estos compucstos naturales
que tienen una considerable actividad bielogica poseen una doble ligadura conjugada con ¢l
grupo amida y que algunas de estas amidas presentan mds de un doble enlace. La
estercoquimica del doble enlace juega un factor impertante ya que todos los compuestos
biolégicamente activos pr la configuracion E, mientras que aquetlos en los que la
estereoquimica fué cambiada a Z disminuyé la actividad. Ademas encontré que los
halosustituyentes en el anillo aromético le confieren a la amida la mayor actividad que la
obtznida con otro tipo de sustituyentes sintéticos, sin embargo ésta no llega a ser mds potente
que la molécula natursl que no tiene sustituyente. En el caso de la monochalogenacidn, la
posicién orlg es la menos favorable para la actividad, anulando completamente la actividad, en
cuanto a la posicién meta la actividad decrece conforme se incrementa el tamafio del halégeno,
mientras tanto la posicién en para favorece la actividad en grado aceptable. Posteriormente los
halégenos los sustituyé por metilos, sin que estos aportaran grandes cambios en la actividad,
solamente la posicion orto sustituida disminuyé la actividad de los compuestos metoxilados en
las tres posiciones de la N-isobutilcinamamidas presenté actividad, fue el 3-Metoxi [6] (Elliot,
et al,, 1987).

(';'Nll\)\
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3-Metoxi N-Isobulifcinamamida {6)



3.2, ALELOQUIMICOS.

La agricultura moderna s¢ encuentra en un perfodo de transicion hacia un peligro ambiental
de agroquimicos y con esfuerzos para reducir la erosién. Este es un tiempo ideal para explotar
ia alelopatia como una alternativa para mejorar la productividad agricola y sustituir a los
hesbicidas sintéticos; para cllo s necesitan efectuar modificaciones genéticas en las plantas
generadoras de metabolitos secundarios.

La comercializacién de aleloguimicos requerird de scrios csfuerzos para aislar y
caracterizar la actividad bioldgica de muchos productos naturales. Algunos aleloquimicos
quiza se modifiquen y desarrolien para herbicidas. Esto ya ha sido demostrado con la entrada
de productos naturales basado en cinmetilina y metoxifenona dentro del mercado herbicida,
(Rice, 1987).

Los productos naturales identificados como agentes alelopaticos han sido divididos como:

a) hidrocarburos, b) dcidos orgdnicos y aldehidos, ¢) lactonas insaturadas, d) cumarinas,
¢) quinonas, f) flavonoides, g) taninos, h) alcaloides, i) terpenoides y esteroides, j) fenoles y
k) sustancias desconocidas.

Aunque muchos de estos compucslos son metabolitos secundarios de la planta, algunos son
praductos de degradacién de esta (Putnam, 1985).

Chung-Shih Tang y Chin-Chung de 1a universidad de Hawaii en 1982 desarroliaron un
método para obtener las sustancias quimicas de las raices de las plantas, éstas son absorbidas
en una resina, la solucion del nutriente es circulada sclectivamente y la resina absorbe las
toxinas mientras permite que los nutrientes esenciales pasen (Tang, et al., 1982).

El aislamiento de un compuesto involucra recoleccion de la planta y extraceion con
apropiados disolventes como alcoholes, agua, la extraccidn con agua simula In liberacion
natural de los compuestos por acci6n de la lluvia. Las scparaciones quimicas son acompafiadas
por las propiedades de las sustancias tales como la polaridad, tamafio de la molécula, carga o
caracteristicas de adsortividad, varios métodos cromatogrdficos son usados en las separaciones
como son: cromatografia en columua, capa fina, gas-liquido y alta presion (Putnam, 1983).

Muchas sustancias quimicas no aparecen siempre en la planta sino que se presentan en
forma esporadica. El metabolismo primario produce protefnas, carbohidratos, acidos nucleicos,
dcidos grasos, los cuales son importantes en ¢l metabolismo de las celulas, los metabolitos
secundarios pueden ser clasificadas dentro de 5 grupos (Figura 1) aunque con algunas



excepciones como son: fenilpropanos acetogeni terpenoides, esteroides y alcaloides
 (Whittaker & Feeny, 1971).

xi::zgllsmo ~p Carbohidratos
A D Energla
Terpenos «————p» Esterides
Aminoacidos D Grasas
Acetogeninas
Fenilprépanos ~——{» Lignanos
Alcaloides Protelnas

Figura 1. Relacién metabélica de los principales grupos de metabolitos secundarios en e}
metabolismo primario.

El dcido cindmico y las sustancias volitiles de fenilpropanos contribuyen con las
caracteristicas de olor y saber de muchas cspecies tales como el (cinamaldehido). Los
alcaloides que se encuentran en las plantas especializadas son con frecuencia cadenas largas
que contienen nitrégeno.

De acuerdo a Whittaker y Feeny muchos aleloquimicos son metabolitos secundarios
derivados biosintetizados del metabolismo de carbohidratos, dcidos grasos y aminoacidos.

Muchos investigadores han utilizado el efecto inhibidor de la germinacién y el crecimiento,
para estudiar a los aleloquimicos, estos compuestos alteran una gran variedad de procesos
fisiologicos. Einhellig, et al., encontraron que la escopolina afecta la fotosintesis en el tabaco,
la cual contribuye con la inhibicién del crecimiento.

Un niimero de alelogufmicos alteran la respiracién como son: dcidos cindmicos, alcoholes,
cumarinas, aldehidos, dcidos benzoicos y quinonas; gencralmente las sustancias que inhiben el
crecimiento alteran la respiracion, como inhibidores o estimuladores del consumo de oxigeno
desacoplado, Y, algunos no ofectan a concentraciones de 5 x 10-3 6 10°3 M, las quinonas
estimulan la respiracion,

Del género Zanthoxyhum se ticnen muchos antecedentes fitoquimicos, en los que se
describen una gran variedad de metabolitos secundarios que se biosintetizan tales como:



alcaloides, esteroles, lignanos, amidas dcidas insaturadas, fenilpropanoides, monoterpenos,
triterpenos, y sesquiterpenos. De la corteza del colopahtle Z. Liehmaniannum se tiene un
reporte previo en el que se aislaron; un lignano (sesamina), un esterol ( P-sitosterol), un
sesquiterpeno (1-p hidroxijunenol ) y una isobutilamida ( «-sanshél) (Navarete, et al., 1987).

3.3. HERBICIDAS, .

Los herbicidas son compuestos quimicos que exterminan malezas, las cuales crecen en
lugares no deseados por el hombre, pues reducen la produccion y calidad de las plantas porque
compiten por ladisponibilidad de luz solar, agua y nutrientes del suclo (Loting, 1989).

Los sitios primarios de aceion de los herbicidas orgénicos pueden ser cualquier enzima en
una via metabdlica o una protefna que regula la actividad. Muchos de estos sitios de ataque de
los herbicidas en las malczas son desconocidos a nivel molecular. Los sitios de ataque mejor
conocidos son la fotosintesis, Ia formacién de microtubulos y la biosintesis de carotenos,

Los herbicidas que inhiben la fotesintesis son los mas estudiados por diferentes razones,
una de ellas es por su baja toxicidad en mamiferos. El 50% de los herbicidas comerciales
actiign inhibiendo este proceso. El mecanismo de accidn de los herbicidas se refiere a la
interferencia bioquimica primaria o interferencia biofisica impuesto por un herbicida que
permite la letalidad (Audus, 1979).



3.4. CLASIFICACION DE LOS INHIBIDORES DE LA FOTOSINTESIS.

Los herbicidas que inhiben las reacciones fotoquimicas de los cloroplastos han sido
rutinariamente llamados inhibidores de la reaccién de Hill. (iste es definido como el
desprendimiento de oxigeno por una suspensién de cloroplastos que es iluminado en presencia
de un aceptor de clectrones artificial o natural) (Moreland, 1980). Clasifica a los herbicidas
que afectan a la fotosintesis como:

a) Inhibidores del transporte de clectrones: Es inhibido cuando une o més de los
intermediarios del transporte de electrones acarreadores son removidos o inactivados. Estos
compuestos inhiben el transporte de clectrones en presencia y ausencia de ADP y fosfato o ¢n
presencia de NH4Cl como desacoplante, asi como la sintesis de ATP al afectar a uno o mds
intermediarios de la cadena fotosintctica.

b) Desacoplantes; Estos compuestos disocian ¢l transporte de electrones y sintesis de ATP
por disipacién del estado encrgenizado de la membrana tilacoidal. Estos compuestos estimulan
el transporte de electrones basal, acoplado, inhibiendo ia sintesis de ATP y captacién de
protones, sin afectar el transporte de electrones desacoplado.

¢) Inhibidores de la transferencia de energfa: Estos compuestos actuan directamente en la
fotofosforitacion, ellos inhiben el transporte de electrones fosforifante y la formacion del ATP
en sistemas acoplados, sin efecto sobre el transporte de electrones basal, desacoplado y la
captacion de protones.

d) Desacoplantes-Inhibidores: Estos compuestos estimulan el flujo de electrones basal y
fosforilante, e inhiben la sintesis de ATP y captacién de protones, simultaneamente empiczan
a inhibir el flujo de electrones desacoplado.

€) Aceptores de electrones: Estos compuestos compiten con cofactores de las enzimas
redox responsables del flujo de electrones y que ticnen un potencial de reduccion adecuado
que le permite hacer pareja redox con Ja enzima donde acepta los electrones(Moreland, 1980).

3.5, CORRELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD.

Un gran niumero de herbicidas comerciales que atzctan la fotosintesis son inhibidores del
fotosisterna 1. Algunas familias quimicas de herbicidas inhiben el transporte de clectrones
(Trebst & Draber, 1978). Los abjetivos de estudios realizados anteriormente son:

a) Identificar sustituyentes que requieran Ja méxima efectividad inhibitoria.

b) Las propiedades fisicas y quimicas de los herbicidas en la accién inhibitoria.



c) Determinar el ambiente en el cual operan los inhibidores.

d) Identificar interacciones entre los sustituyentes de los inhibidores.

La potencia inhibitoria de los herbicidas se puede correlacionar con valores de I5q esto se
obtiene ditectamente de concentraciones inhibitorias de los compuestos. Estos deberdn poseer
propiedades de penetracion en el sitio activo, configuracion espacial precisa para
complementar la arquitectura molecular -del centro activo y bloquear la reaccién, las
propiedades que son importantes incluyen caracteristicas de particion (hidrofilico/lipofilico),
relaciones estéricas, resonancia, tautomerizacion ceto-enol, relacién cis y trans en relacién al
hidrégeno de la amida y el oxigeno del carbonilo y la posicién de una carga de los
sustituyentes los cuales participan en interacciones intermoleculares en los centros activos.
Una caracterfstica de los inhibidares es la reversibilidad de su accién, muchos pucden restaurar
el transporte de electrones, esta reversibilidad indica que enlaces debiles involucrados en la
interaccion entre los inhibidores y los componentes reactivos del iransporte de electrones
(Moreland, 1980).

El estudio de enlaces hidrégeno fue postulado por Hansch en 1969 el observd que para
acilanilidas, uracilo, benzimidazoles, imidazoles y triazinas el enlace es N-H, el cual estd
unido a una deficiencia de electrones sp2 del dtomo de carbono, ¢l enlace de los inhibidores se
visualiza que ocurre entre el par de electrones libre del nitrégeno del herbicida y 1a deficiencia
de electrones del grupo carbonilo de la amida, para herbicidas que poseen anillos
heterociclicos, pero carecen de una amida libre de hidrogeno como triazinonas, pirrolidonas,
piridazinonas, pirazolonas, triazilonas y oxadiazolinonas (Figura 2) en el anillo heterociclico el
elemento comnin es:
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Figura 2. Estructura de familias herbicidas, inhibiendo el transporte de electrones en el sitio
aceplor de! fotosistema [l Un elemento comuin esencial para la inhibicion es indicado en la
formula.

3.6. PARAMETROS DE LOS SUSTITUYENTES.

El andlisis de regresién multiple {ahora referido a la relacién del analisis cuantitativo
estructura-actividad 6 QSAR) es utilizado en la interpretacion de los resultados obtenidos en
tos estudios de estructura-actividad con inhibidores del transporte de electrones,
principalmente utilizado por Hansch & Deutsch, 1966 en fenilurca y derivados de acilanilida,
fos cambios cn la actividad bioldgica pueden estar correlacionados con las moléculas o
pardmetros de los sustituyentes esto se basa en la energia libre, 1a cual considera la interaccion
quimica con ¢l sistema biolégico, esta puede ser representada como:

R=AGR + AGE + AGS

=Respuesta bioldgica medida es el resultado de la suma de las contribuciones
independientes.
AGh=Hidrofébico
AGC=Elcctrénico
AGS=Eslérico



Las contribuciones hidrofdbicas, electrdnicas y estéricas son expresados como medidas de
los pardmetros de fos sustituyentes tales como o, n y Eg, respectivamente. El andlisis
involucra ccuaciones del siguiente tipo: ( Moreland, 1980).

plsg=an + bo +cEs+d

Donde:

n=Es ¢l coeficiente de particién obtenido generalmente en octanol/agua.

o=Es ¢l coeficiente de Hammett,

Eg¢=Es el factor estérico de Taft.

a, b, ¢, d son constantes,

Una relacién lineal entre constantes de los sustituyentes y el logaritmo del inverso de la
actividad de fos compucstos se puede usar para correlacionar la actividad biolégica con la
estructura molecular. Para poder aplicar este método a los datos biolégicos se requieren de tres
requisitos basicos (Purcell, et al., 1971) como son:

1) La serie de moléculas cn estudio deberdn ser similares para incrementar la

probabilidad de que tengan el mismo mecanismo de accion

2) Los datos de actividad bioldgica deben ser precisos, cuantitativos y medidos bajo

las mismas condiciones para teda la seric.

3) Las contribuciones del grupo deberén ser intrinsicamente aditivas para elegir los

parémelros.

3.6.1. Parametros Hidrofébicos.

Meyer y Overton mostraron ¢n 1895 que la actividad narcotica de muchos compuestos
orgénicos es paralelo a su coeficiente de particion (P) aceite/agua, iniciando ¢! uso de tales
medidas como un medio para definir lipoficidad (shora llamada hidrofobicidad). de
compuestos orgdnicos biolégicamente activos. En los aftos 50 Collander generd un nuevo
interés cn los coeficientes de particion aceite/agua al demostrar que la velocidad de
penetracién de una gran variedad de compucstos orgdnicos en la membrana de las células de
las plantas, estaba relacionado con sus coeficientes de particion (Collander, 1951). '

Se han usado varios pares de disolventes (siempre el agua ha sido uno de ellos} y aunque
ahora se usc octanol/agua, no significa que sea ¢l ideal (Hansh & Leo, 1979).

Los valores de log P se obtienen analizando una de las 2 fases. El log P ¢s una definicion
operacional de la hidroficidad de una molécula, frecuentemente se trabaja con un grupo de



derivados de un compuesto en el cual una gran porcion de la estructura permancce constante.
En este caso conocer la hidrofibicidad de los sustituyentes puede ser suficiente para hacer una
correlacion (Hansch, 1965; Purcell, et al., 1970; Delaney, et al., 1969; Currie, et al., 1970).

El coeficiente de particidn es ebtenido de la siguiente ecuacion:

ny=log Px - log Py
Py=Es el coeficiente de particin del compuesto no sustituido.
Px=Es el coeficiente de particion de! derivado.

n=Es el logaritme del coeficiente de particion del sustituyente x.

3.6.2, Pardametros Electronicos.

Los efectos clectrénicos de los sustituyentes en la ionizacién del dcido benzoico son RS '

usados como modelo para el efecto de suslituyentes sobre otros centros de reaccién unidos a
sistemas aromaticos. Hammett parametrizo estos efectos, los representd con Iz letra sigma (o),
y defini6 el parimetro como sigue:

o =log Kx - log Ky

En donde Ky es la constante de ionizaci6n para el dcido benzoico cn agua a 25°C y Ky
es la constante de ionizacién para un derivado meia 6 para bajo las mismas condiciones
experimentales.

El valor de la constante sigma depende de la posicién del sustituyente dado, en la posicién
meta (o) es diferente a la de el mismo sustituyente en la posicidn para {op).

Valores positivos de o indican que ¢} sustituyente atrae clectrones del anillo aromitico y
valores negativos de o indican una donacién de electrones del sustituyente hacia el anillo

aromético (Purcell, 1970).



3.6.3. Pardmetros Estéricos.

Las primeras publicaciones acerca de la cuantificacion de los efectos estéricos de
sustituyentes sobre la velocidad en reacciones orgdnicas fueron realizadas por Meyer en 1895,
El postuld que el peso dtomico de los sustituyentes oo determinaban la facilidad de
esterificacién de dcidos arométicos grto sustituidos (Hansch & Leo, 1979),

3.7. FOTOSINTESIS.

La fotosintesis es la conversion de Ja energia luminosa a energia quimica por las plantas y
consta de 2 fases. La primera involucra la captura de la encrgia luminosa y su transduccion a
cnergia quimica (ATP) y equivalentes reducides (reduce la nicotinamida adenina dinucleotido
fosfato; NADP), estos procesos son reacciones luminosas (Stryer, 1990).

La segunda el ATP y NADP reducidos son consumidos en la reduceién del didxido de
carbono a azficares por asimilacion del ciclo del carbono en las reacciones oscuras.

La fotosintesis en las plantas verdes tiene lugar cn los cloroplastos, orginulos que tienen
nermalmente una longitud de 5pm, constan de una membrana externa y una membrana interna
separadas por un espacio intcrmembranal (figura 3 y 3.1). La membrana externa rodea al
eslroma que contiene las enzimas solubles y unas cstructuras imembranosas llamadas tilacoides
que son sacos aplanados, Una pila de estos sacos constituye un granum . Las diferentes grana
estdn conectadas por regiones membranosas llamadas lamelas del estroma. Asi pues los
cloroplastos tienen tres membranas diferentes {(eXterna, interna y tilacoidal) y tres
compartimentos separados (intermembranal, estroma y espacio tilacoidal) (Stryer, 1990).

Las membranas tilacoidales contienen la maquinaria transductora de enmergia y los
pigmentos captadores de luz, los centros de reaccion, las cadenas de transporte electrdnico y la
ATP sintasa, estructuralmente son proteinas responsables de estas actividades.



10 pm

Figura 3, Representacion externa de un cloroplato,

Membrana externa

Membrana interna

DNA Ribosomas Tilacoides

Figura 3.1. Representacién del interior de un cloreplasto,



3.7.1, Pigmentos Fotosintéticos.

Dentro de las células fotosintéticas se reconocen tres clases de pigmentos fotosintéticos:
clorofilas, carotenoides y ficobilinas.

La clorofila a, es una porfirina cuyos dtomos de nitrdgeno centrales se coordinan con un
ion Mg*2, A esta s adiciona una larga cadena lateral de fitol (Stryer, 1990).

La clorofila b difiere de la clorofila a en que tiene un grupo formilo en lugar de un grupo
metilo en uno de sus pirroles.

Las ficobilinas son los pigmentos que se encuentran ¢n las algas y contienen un tetrapirrol
abierto como cromoforo unido a las apoproteinas (Govindjee & Govindjee, 1974).

3.7.2, Fotosistema 1 y IL

La clorofila a de las plantas son los principales pigmentos de los sistemas reactivos de la
luz conocidos como fotosistemn L el centro de reaccion es Pgg y cn el fotosistema 11 el
centro de reaccion es Pggg.

En el "esquema Z" se muestra ¢l transporte de electrones no-ciclico en las plantas verdes
indicando la ruta tomada por los electrones para la oxidacidn del agua a la reduccién de
NADP, el esquemna muesira que los dos fotosistemas estan en seric (Figura 4).



26 P05
408} Prog”

,m_,'ﬁ H,0
Aol “Pws’ vosar

Figura 4. Esquema Z de! transporte de electrones en la fotosintesis. La feofitina es un
derivado de ia clorofila. que carece de magnesio central; Qa; Qg v la plastoguinona (PQ) son
quincnas. De PQ los electrones se transfieren a un complejo que contiene citocromo f,
citocromto bggs y una proteina Fe-S. La plastocianina (PC), es una protefna que tiene cobre en
su sitio activo. A4 es una clorofila que se une débilmente a Pygg, mientras que las proteinas
P430. A y B ([AB]) y la feredoxina {Fd} tienen Fe-S en su sitio activo. Esta iiltima reduce al
NADP* de) estroma en una reaccidn catalizada por la ferredoxina; NAGP* oxidorreductasa.

Las reacciones de transporte de clectrones en la cadena oxidorreductora o reaceidn de Hiil
son dependientes de luz y forman parte de Ia fotosintesis, dstas pueden medirse de diferentes
formas, ya sea cuantificando la reduccién o la disminucidn del estado oxidado de los aceptores
artificiales por métodos espectrofotométricos o midiendo los cambios de concentracion de
oxigeno que s¢ desprende en el sistema al fotolizarse i agua. En sistemas en los cuales la
medicién no se puede cfectuar de esta forma, como en el flujo ciclico de clectrones, se mide la
velocidad de sintesis de AT asociada al transporte de electrones. La importancia del uso de
aceptores, donadores ¢ inhibidores del flujo de clectrones radica en poder separar
funcionalmente tramos de la cadena, asi en el fotosistema I1 (FS-II) los clectrones fluyen del
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agua hasta Q o PQ en presencia de inhibidores que actian en estos sitios, el flujo de electrones
en ¢l fotosistema I (FS-I) se separa inhibiendo el FS-II en PQ con DCMU o en Q con
DBMIB (Lotina, ¢t al., 1989).

3.8 SINTESIS DE N-ISOBUTILCINAMAMIDAS.
3.8.1. Formacién de los dcidos c,p-insaturados.

La ruta sintética que se empled es la denominada modificacién de Docbner, la cual ocurte
entre un aldehido alifitico o aromético y dcido maldnico. Esta reaccion se caracteriza por el
efecto activante de los dos grupos carboxilicos sobre el atomo de carbono alfa, el cual favorece
Ia formacion de un carbanion al scparar un hidrégeno alfa con una base como piperidina, Una
vez formado el carbanién se adiciona nucleofilicamente al grupo carbonilo del aldehido
(Vogel, 1989).

Los compuestos con metilenos activos producen reacciones de condensacion con aldehidos
y cctonas, €sta se conoce como condensacion de Knoevenagel y son catalizadas por bases muy
débiles. Se llevan a cabo con dcide mal6nico por lo general la descarboxilacion es esponténea.

3.8.2, Formacién de la N-Isobutilcinamamida,

Una amida es un compuesto que posee en su estructura un nitrdgeno trivalente unido a un
grupo carbonilo, las amidas que tienen un sustituyente en el nitrégeno o ninguno, son capaces
de formar puentes de hidrégeno con interacciones fuertes entre si, lo que les conficren altos
puntos de fusién (Zabicky, 1970).

Estos compuestos pueden prepararse en muy diversas formas a partir de cloruros de acido,
anhidridos de 4cido, ésteres, dcidos carboxilicos y carboxilatos; estos métodos implican
reacciones de sustitucién nucleofilica con amoniaco o una amina en un carbono acilico. Entre
Jos derivados de los dcidos carboxilicos mds reactivos, estan los halogenuros de dcido y los
anhidridos. Esto es debido a que los halogenuros y los carboxilates son buenos grupos

li ambos son ani relativamente estables de mancra que normalmente no hace falta

catalizador para que tenga lugar la reaccion (Solomons, 1981).
Las aminas primarias, secundarias y el amoniaco reaccionan rdpidamente con cloruros de
4cido para formar amidas, con respecto a las amidas terciarias, también reaccionan -por



sustitucién nucleofilica, qin embargo, el ion amonio acflico que se forma no es ecstable en
presencia de agua o de cuillquier disolvente hidroxilico.

Los cloruro de acilo se preparan normalmente a partir de dcidos carboxilicos mediante la
sustitucidn del grupo hitroxilo por cloruro, los reactivos normalmente utilizados para la
reaccién son el cloruro de tionilo o los halogenuros de fosfare, PCl3 o PCls. El cloruro de
tionilo es menos reactivo que los halogenuros de fosforo, pero es el reactivo mds utilizado,
debido a que puede actujr en la preparacién de cloruros de acilo como disolvente y como
reactivo. Normalmente s¢ adiciona el dcido carboxilico sobre un exceso de cloruro de tionilo,
se deja hasta ¢l fin de Ip evolucién de los productos gaseosos (SO7 y HC!) y se elimina
entonces por destilacién ¢l exceso de reactivo. De acuerdo al derivado de amida que se quicra
sintetizar es ¢l tipo de halpgenuro de dcido que se emplea, en cl caso de las amidas insaturadas,

antes de formar el halogenuro de dcido se tiene que preparar el dcido insaturado, si éste no se

tiene como reactivo comercial (Pine, et al., 1984).



4. JUSTIFICACION DEL TEMA.

Uno de los elementos mas importantes de la flora mexicana lo constituye el género
Zanthoxylum por las interesantes actividades biologicas que presentan algunos metabolitos
secundarios aislados de ciertas especies de éste.

Desde el punto de vista farmacologico el interés en estas plantas radica principalmente en
su actividad amebicida y antihelmintica (Reyes, et al., 1987).

Los metabolitos bioactivos aislados de estas plantas son N-isobutilcinamamidas de tipo
alifdtico y/o aromdtico. A la fecha no se conocen para que la planta sintetiza estos compuestos

En el presente trobajo se sintetizo N-Isobutilcinamamida y una serie de derivades
relacionados estructuralmente con este, bioactivas aisladas de) género Zanthoxyhim, se planteo
el estudio de su efecto en la fotosintesis con el objeto de establecer como afectan a la
fotosintesis y tratar de dilucidar que parte de Ia estructura es importante para la actividad y
contribuir a entender el porque son biosintetizadas en el Zanthoxylum y posteriormente
catacterizarlas como herbicidas,

Los derivados a sintetizar son moléculas sencillas que no se han sometido anteriormente a
estudios de actividad herbicida, hasta la fecha se desconocen estudios sistemiticos de la
relacién existente entre la estructura y la actividad herbicida de N-isobutileinamamidas por lo
que se estudio la relacion que guarda el grado de actividad presentada por los compuestos
sintetizados con ¢l nGmero y la naturaleza de los sustituyentes presentes en ¢l anillo aromdtico
con el objeto de sintetizar nuevos compuestos con una mayor actividad.
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5, OBJETIVOS,

Objetivo general:

Sintetizar y caracterizar una scrie de derivados relacionados estructuralmente con

N-Isobutileinamamidas de origen natural y el estudio de su efecto en la fotosintesis,

Objetivos particulares:

Sintetizar y caracterizar espeetrose6picamente N-Isobutilcinamamida y su diferente
sustituyente como son: 3,4-Metilendioxi, 3-Fluor, 3-Metoxi, 4-Metoxi, 4-Bromo, 3-
Bromo, 4-Metil, 4-Cloro, 3-Cloro, 4-Nitro, 3-Nitro, 2-Nitro.

Estudiar cl efecto de los compuestos sintctizades en las diferentes actividades de In
fotosintesis: {Transporic de electrones basal, Fosforilante, Desacoplado, Sintesis de ATP y
Captacién de Protones), para tratar de dilucidar ¢l mecanismo de accién en la fotosintesis.

Determinar sl Inhibidor de la reaccién de Hill mas active y localizar su sitio de
inhibicisn, efectuando reacciones parciales de la cadena redox.



6. HIPOTESIS.

Si la N-Isobutilcinamamida inhibe la fotosintesis, los diferentes sustituyentes afectardn las
actividades de I fotosintesis en diferente grado, lo cual permitiré la correlacion de estructura-
actividad y deducir que parte de la estructura es importante en !a accién inhibitoria.



7. MATERIAL Y METODO DE LA SINTESIS ORGANICA.

7.1. Material, reactivos y equipo.
7.1.1.Equipo:

Aparato de Fisher Johns para punto de fusidn.
Balanza analitica.

Balanza granataria.
Espectroftiometro de infrarrojo Perkin Elmer Mod. 399-B.
Espectrofétometro de resonancia magnética nuclear Varian EM 390-90 MHZ,
Léampara de luz ultravioleta,
Parrilla de calentamiento.
Rotavapor.

7.1.2.Reactivos:

Acetato de etilo.

Acido clorhidrico.

Acido cindmico.

Acido 3-Bromocindmico.

Acido 4-Bromocindmico.
Acido-3-Clorocindmico.
Acido-4-Clorocindmico.

Acido 3-Fluorcindmico.

Acido 3,4-Metilendioxicindmico.
Acido-4-Metilcindmico.

Acido 3-Metoxicinimico.

Acido 4-Metoxicinamico.
Acido-2-Nitrocindmico.
Acido-3-Nitrocindmico.
Acido-4-Nitrocindmico.

Acido malénica.

Benceno seco.

Benzaldehido.
3-Bromobenzaldehfdo
4-Bromobenzaldehido,
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3-Clorobenzaldehido.
4-Clorobenzaldehido.
3-Fluorbenzaldehido.
3,4-Mctilendioxibenzaldehido.
3-Metoxibenzaldehido.
4-Metoxibenzaldehido.
4-Metilbenzaldehido.
2-Nitrobenzaldehido.
3-Nitrobenzaldehido.
4-Nitrobenzaldchido.

Bicarbonato de sodio.

Clonro de calcio.

Cloruro de tionile.

Hexano.

Hiclo.

Sulfato de sodio anhidrido.

Placas de silica gel GF-254.

Papel pH.

7.1.3.Material:

Anillos de fierro de diferentes tamafios.
Adaptador de termémetro.

Barras magnéticas para agitacion.
Canastilla de calentamiento.
Capilares para punto de fusién.
Cabezas de destilacion.

Colector de destilacion.

Embudos buchner de diferentes tamafios.
Embudos de filtracién tamaiio corto,
Embudos de separacion.

Espitulas,

Frascos dmbar de vidrio.

Matraces erlenmeyer de 50 m!, 100 ml,
Matraces kitazato de 250 ml.
Matraces balén de 50 ml, 100 ml.



Probetas de 50 ml, 100 mi.

Pinzas de tres dedos con nuez.
Refrigerantes.

Soportes universales.

Trampas para vacio.

Termémetro.

Vasos de precipitado de 100 mi, 150 ml,
Vidrios de reloj.

7.2. Método de Ia sintesis orgiinica.
7.2.1.8intesis de derivados del deido cindmico ( Mundy, 1985).

En un matraz bola de 50 ml, cquipado con agitacion magnética, canastilla de calentamiento
y refrigerante en posicién de reflujo provisto de una trampa de humedad de cloruro de calcio,
se agregarén 0.33 moles de aldehi{do aromitico y $.72 moles de dcido malénico a una mezcla
de 8.2 ml de piridina y 0.22 m! de piperidina. Se calentd a reflujo con agitacién continua
durante 8 heras, terminado ese tiempo la mezcla de reaccidn se enftio y se le adicionaron 10
ml de HCI concentrado en 30 mi de agua, en baiio de hielo.

El precipitado formado se filtr6 al vacio en un embudo Buchner, sc lavé con una solucion
de HCI al 10%, scguido de un lavado con abundante agua hasta pH neutro. E! producto
obtenido se cristalizo con una mezela de acctato de etilo-hexano.

7.2.2. Sintesis de N-Isobutilcinamamidas (Elliott, ct al., 1987).

En un matraz bola de 50 ml, equipado con sefrigerante y trampa de humedad de cloruro de
calcio, se colocarén 5.7 mmoles del 4cido cindmico correspondiente y se le agregarén 27.3
mmoles de cloruro de tionilo.

La mezcla de reaccion se calentéd a reflujo con agitacion durante 5 horas o mas. Sc dcjé
enfriar a temperatura ambicnte, agregandose después 20 ml de benceno seco, ¢l exceso de
cloruro de tionilo se destild a una temperatura no mayor de 70°C.

Una vez que dejé de destilar el cloruro de tionilo, se suspendid ¢l calentamiento y se
afladio 50 ml de benceno seco, volviéndose a destilar. Esta operacion se repitié varias veces
hasta que el destilado dej6 de dar positiva la reaccién dcida con papel indicador.
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La mezcla de reaccién anterior se enfrio en un bafio de hiclo, adicionandose 20 ml de
benceno y 13 mmoles de isobutilamina con agitacion magnética y trampa dc humedad. La
agitacién se continuo por 24 horas a temperatura ambiente. Terminado este tiempo, la mezcla
de reaccion se filtr6 al vacio a sequedad en un rotavapor y el residuo formado se disolvio en
acetato de etilo, se siguio la reaccién por cromatografia ¢n capa fina, las cromatoplacas
realizadas se revelardn cn una ciimara de yodo.

La fase orgdnica se lavé en un embude de separacion 3 veces con HCl al 5% y 3 veces con
bicarbonato de sodio al 5% y con agua hesta pH neutro. A continuacion se secd con sulfato de
sodio anhidrido, e} acetato de elilo se evapord al vacio en rotavapor, el producto se cristalizd
en una mezcla de acetato de etilo-hexano.

Algunos compuestos se purificarén por cromatografia en columna utilizandose 1 gramo de
muestra por 30 gramos de silica gel, se eluyo con una mezela de acetato de ctilo-hexano.

Las amidas obtenidas se identificaron por medio de sus propiedades fisicas y
espectroscopicas. (Figura 5).
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Figura 5, Sintesls de N-Isobutilcinamamidas.
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8. MATERIAL Y METODO DE LA PARTE BIOQUIMICA.

8.1 Material, reactivos y equipo.

8.1.1. Equipo:

Balanza analitica.

Balanza granataria,

Centrifuga Beckman J-21.

Centrifuga clinica modelo CL.

Electrodo combinado marca Oridn.
Espectrofétometro Beckman modelo DU-650.
Licuadora Osterizer Custom modelo L-21.
Oximetro tipo Clark.

Potenciémetro Corning modelo 12.
Registrador grafico.

Vortex.

8.1.2. Reactivos:

Acetona.

Acido ascorbico.

Acido clorhidrico.

ADP.

3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurca (DCMU).
2,6 diclorofenolindofenol (DCIP).
2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-p-benzoquinona (DBMIB).
Cloruro de potasio.

Cloruro de magnesio.

Cloruro de amonio.

Difenilearbacida (DPC).

Etanol,

Ferricianuro de potasio.

Hidréxido de sodio.

Hebcs.

Hiclo.
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Metilvioldgeno.
N-Isobutil-3(3-Bromofenil)-2(E)propenamida,
N-Isobutil-3(4-Bromofenil)-2(E)propenamida,
N-Isobutil-3(3-Clorofenil)-2 (E)propenamida.
N-Isobutil-3(4-Clorofenil)-2(E)propenamida.
N-Isobutil-3-fenil-2(E)propenamida.
N-Isobutil-3(3-Fluorfenil}-2(Eypropenamida.
N-Isobutil-3(3,4-Metilendioxifenil}-2(E)propenamida,
N-Isobutil-3(3-Metoxifenil)-2( E)propenamida,
N-Isobutil-3{(4-Metoxifeni!)-2(E)propenamida,
N-Isobutil-3(4-Metilfenil)-2(E)propenamida,
N-Isobutil-3(2-Nitrofenil}-2(E)propenamida.
N-Isobutil-3(3-Nitrofenil)-2(E)propenamida.
N-Isobutii-3(4-Nitrofenil)-2(E)propenamida.
Sacarosa.

Silico molibdato de sodio.

Sorbitol.

Tricina.

8.1.3. Material:

Barras magnéticas.

Frascos ambarde 11t,2 1t.

Gradillas.

Matraces aforado de 100 ml, 1 ft, 2 It.

Pipetas glixon dec 20 p , 200 p.

Pipetas graduadas de 3 ml.

Pipetas pasteur.

Pinceles.

Puntillas.

Recipientes para agua y hielo,

Franclas.

Tubos de centrifuga.

Tubos de ensaye.

Tapa de la licuadora.

Vaso de la licuadora.
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Vasos de precipitado de 10 ml, 100 ml, 2 Its.
8.1.4. Material biolégico:

Hojas de espinaca

8.2 Métodos bioquimicos,

8.2.1, Aislamicento de Cloroplastos.

Se pesarén 30 g de hojas verdes y turgentes de espi Spinacia oleracea) previ
lavadas, se elimind la nervadura central y dpice, estos se cortarén en pequefios trozos con
tijeras o navajas, se agregé en un vaso de licuadora Osterizer Custom Modelo L-21 200 ml de
medio de aislamiento el cual conticne sacarosa 400mM, tricina 30mM, KCI 20mM, MgCl3 5
mM a pH 8 y homogeneizé por 5 segundos, se filtro en 8 capas de gasa, se centrifugd a 4000
rpm durante 5 minutos en una centrifuga Beckman J-21. Se decanto el sobrenadante y se
resuspendio el sedimiento con 1-2 ml de medio de aislamicnto, se guardé para la
determinacidn de clerofila y ensayos en la fotosintesis.

Todas las fascs del aislamiento se realizarén a 4°C y protegidos de la luz (Hoober, 1984;
Mills, et al., 1980).

8.2.2, Determinacidn de Clorofila (Armon, 1949),

La clorofila se cuantific de acuerdo al método de Amon. Se tomé un alicuota de 30pl de
cloroplastos, se aforé con acetona al 80%, se dejo reposar la muestra, se centrifugé en una
centrifuga clinica modelo CL a velocidad maxima 2000 rpm durante 5 minutos y al
sobrenadante se le determiné la abserbancia a 663nm y 645nm cn un espectrofotémetro
modelo DU-650 Beckman celdas de 1 em de cuarzo. Se realizarén los cdlculos con Ia siguiente
ecuacion:

[Chl] (A663 x 8.05) + (AG45 x 20,29)=

[Chi]=pg Chl /ml

8.2.3. Soluciones concentradas de los compucstos a ensayar,

Se prepard una solucién de 15mM de N-Isobutlcinamamida y cada uno de los derivados a
ensayar (3,4-Metilendioxi, 3-Fluor, 3-Metoxi, 4-Metoxi, 4-Bromo, 4-Metil, 3-Cloro,
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4-Cloro, 3-Broma, 2-Nitro, 3-Nitro, 4-Nitro.). Se disolvierén en una mezcla de ctanot-agua. S
probarén concentraciones de 0,10,20,40,60,100uM.

8.2.4. Medicién de a velocidad del transporte de clectrones en cloroplastos.

E! transporte de electrones s¢ determing midiendo la produccion de oxigeno de la fotélisis
del agua, mediante un oximetro con electrodo tipo Clark a un voltaje fijo de 0.8V, que
relaciona proporcionalmente la corriente generada en la reaccion y registrada con Ja
concentracién de oxigeno producida en el medio de reaccidn. Comeo fuente de iluminacion se
emplee una lampara de proyector de 250 watts {Izawa & Pan, [978).

El haz luminoso se hace pasar o través de una lente de tzawa que conticne CuS04.5H20 al
2% para eliminar el calor, ademds de que sirve como fiitro de radiacion UV y concentra ta luz.

8.2,5, Determinaci de la velotidad del transporte de electrones no clclico
bagal(T.E.B.).

En la cubeta de reaccidn, se agregaron 3 mi de medio de transporte de electrones el cual
contiene sacarosa 100mM, MgCly SmM, KCI {0mM, tricina 15mM, metilvioldgeno 50uM,
mds 60ug de cloroplastos y se adicionarén concentraciones por separado del compuesto de 0,
10, 20, 40, 60 y 100pM, despudés se ilumind durante | minuto, la seifal que genera Ia reaccién
en fa cubeta se detectd ni ser traducido en un registrador Beckman (Trebst, 1972).

8.2,6, Velocidad del Teansporte de electrones no-ciclico Fosforilante(T.EF.).

Se reafizarén de la misma mancra que para ¢l T.E.B. pero se adicions 1mM ADP y 3mM
fosfato al medio de reaccién (Trebst, 1972; Me. Carty, 1977).

8.2,7. Velocidad del teansporte de clectrones no ciclico desscoplado(T.E. D.).

Se realizarén de la misma que las determinaci anteriores pero se adiciond
60p} de NH4Cl de 250mM al medio de reaccién (Trebst, 1972; Mc. Carty, 1977; Mitchell,
1977).

Controles: Sc efectuaron desde cl principio del cxperimento y posteriormente a cada
compucste caracierizado, los controfes carecen de compucsto a estudiar,
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Calibracién: Se agregaron 3ml de medio de transporte de electrones sin metilvioldgeno,
60pg de cloroplastos, 10t de K3Fe(CN)g [0.05M], se ituminarén por 2 minutos. Se relacion6
la amplitud del cambio de concentracion de oxigeno con los equivalentes de electrones
aceptados por el ferricianuro de potasio y 1a amplitud de cambios de concentracién de oxigeno
del problema que se esta estudiando (Trebst, 1972).

8.2.8. Sintesis de ATP.

Se evaluaron los cambios de pH en la mezcla de reaccidn producidos por la luz, se utilizo
un potenciémetro Coming Modelo 12 de escala expandida al cual se conect6 a un registrador
grifico y un electrodo combinado marca Orién, En contacto con 3ml de medio captacién de
protones que contiene sorbitol 100mM, MgCly SmM, KC1 100mM, tricing 1mM, S0pM
metilviolégeno y concentraciones crecientes del compuesto ensayado. El cambio de pH se
controlé al adicionar al medio de reaccién una cantidad conocida de solucién estandar de
KOH. )

Se apregar6n a la cubeta 3ml de medio bomba, 30ul de ADP y fosfato a pH 8 se llevarén
acabo las determinaciones al iluminar los cloroplastos (Dilley, 1972; Boyer, et al., 1977).

8.2.9. Captacién de protones.

Se realizé de manera similar que el paso anterior, pero no se le adicioné ADP y fosfato al
medio de reaccién (Dilley, 1972).

8.2,10. REACCIONES PARCIALES.

Se realizaron con €] cquipo de transporte de electrones y el mismo medio €1 cual contiene
sorbitol 100mM, MgCly 5mM, KCI 10mM, Hepes 15mM, NH3Cl 3mM. Para cuantificar la
eficiencia del transporte de electrones en cada fotosistema por separado se adicionaron al
medio de reaccién; donadores, aceptores e inhibidores antificiales para cada uno (Hauska,
1977).

8.2.11. FOTOSISTEMA I: A 3ml del medio de reaccion que contiene 10pM de 3-(3,4-
diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU) como inhibidor de fotosistera 11, 100uM de 2,6-
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diclorofenol indofenol (DCIP) y 300puM de cido ascorbico como dt.madorcs de electrones y
50pM de metilviolégeno como aceptor de electrones y lo equivalente en ul a 60pg de
cloroplastos se iluminé durante ! minuto, se titulé con 10l de ferricianuro de potasio 40mM
(Izawa, 1977, Hauska, 1977).

8,2,12, FOTOSISTEMA 1l. Se determiné en 3ml de medio de transporte de electrones,
con la adicién de 1uM 2,5-dibromo-3-metil-6-isopropii-p-benzoquinona (DBMIB) como
inhibidor, 300uM de ferricianuro de potasio como aceptor de electrones y S0uM de 2,6-
diclorofenol indofeno! (DCIP) como donador de electrones y lo equivalente en pl a 60pg
cloroplastos, se ilumind durante | minuto, midiendo un cambio de concentracion de oxigeno
se tituld con 10pi de ferricianuro de potasio 40mM. La concentracién DCIP reducido también
se determiné con la ecuacién de Lambert-Beer utilizando el coeficiente de extincion. (Izawa,
1977; Trebst & Reimer, 1976).

8.2,13. Reaccién parcial de H20-> SiMo.

Se determind en ¢l mismo medio del fotosistema II con la adicién de 200pM de
 SilicoMolibdato y 10uM de DCMU (Giaquinta & Dilley, 1975).

8.2.14. Reaccién parcinl de DPC—DCIP.

Se obtuvicron cloroplastos inhibidos con medio tris 0.8M pH 8, se tom6 1m! de medio por
cada 300pug de cloroplastos, se incub6 30 minutos a 0°C con agitacion, se centrifugo,
resuspendio y determiné clorofila, se tomo6 lo equivalente a 60pg, se ensay6 la actividad enel
medio para reacciones parciales, agregando como donador 200pM DPC y como aceptor de
electrones se utilizo 100pM de DCPIP, se adiciono 3ml de este medio a una celda del espectro
¥ lo equivalente en 1l a 60pg de cloroplastos, agitar y leer la absorbancia a 600nm, despues
iluminar, leer a 600nm, la concentracién de DCPIP reducide se determino con la ecuacién de
Lambert-Beer (Yamishita & Warren, 1968; [2awa & Good, 1972; Trebst, 1972; Izawa, 1977).
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8.2.15. Reacci6n Parcial de TMPQH3 —>MV.

Se determiné en 3ml de medio de transporte de electrones con la adicién de 10uM de
DCMU como inhibidor, 250pM de TMQH7 como donador de electrones, S0 uM de MV como
aceptor y pl equivalente a 60pg de cloroplastos(izawa, 1977).

8.2.16. Reaccibn Parcial de PMS —->MV.

Se obtuvieron cloroplastos inhibidos con 30mM de KCN incubados con 1 ml de medio de
transporte de electrones y 300pg de cloroplastos, en la obscuridad 30 minutos a 0°C con
agitacion, se centrifugd, resuspendié y midi6 clorofila, Se ensay6 la actividad en el mismo
adicionando sl medio de reaccién 50pM de metilviologeno, 300pM de Acido ascorbico,
200mM de PMS y lo equivalente a pl en 60 pg de cloroplastos (Trebst, 1972).

8,2.17. Obtencién del Cocficiente Particién,

En un embudo de separacién de 50ml se agregd 5Sml de HpO, 5ml de octanol y 5ul de
solucion del compuesto de concentracién 15mM del compuesto, se agité durante 5 minutos, se
vaci6 en un tubo y centrifugd a méxima velocidad por 5 minutos, se separd las dos fases y leyé
en el espectrofétometro en UV, despuds se utilizd la ley de Lamber-Beer para conocer la
concentracién en cada una de las 2 fases (Puercell, et. al., 1971; Currie, et. al., 1966).

8,2.18. Obtencién del coeficiente de extincion,

Se realizaron curvas estandar de cada uno de los compucstos a ensayar a diferentes
concentraciones de 6pM, 12uM, 15uM, 18uM, 24uM se leyeron al espectrofétometro a la
longitud de onda en el cual se obtiene el miximo de absorcidn, después se procedié a trazar
una gréfica de concentracion contra absorbancia y a realizar la regresion lineal para obtener la
pendiente de la recta, fa cual, es ¢l valor del coeficiente de extincion de cada uno de los
compuestos (Castellan, 1988).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

9.1 Sintesis de derivados de N-Isobutilcinamamidas,

Para la sintesis de los derivados de N-Isobutilcinamamidas primero se obtuvo el 4cido
cindmico con su sustituyente respectivo, mediante la reaccion de condensacion de
knoevenagel. Para la obtencién del derivado cloruro de dcido cindmico correspondiente se
utilizé SOCly en presencia del acido cindmico a reflujo durante 8 horas y destilacion para
eliminar ¢! exceso de SOCly al cual se le incorpord N-Isobutilamina. Esta reaccidn es muy
violenta por ello se recomienda que la amina se agrepue poco 4 poco y colocar la mezela de
reaccién en un bailo de hielo. Los compuestos se analizaron por cromatografia en capa fina y
revelaron con yodo, algunos presentaban ¢n ¢l punto de aplicacién una coloracién cafe oscuro,
estos se purificaron por cromatografia en columna, y los compuestos restantes por
cristalizacién, obteniéndose rendimientos del 68% al §5%. A los compuestos obtenidos se le
determiné el punto de fusién, después se determinaron sus espectros de infrarrojo, RMN, U.V.,
Con los datos abtenidos se propusieron las estructuras respectivas.

En la 1abla 1 se presentan los puntos de fusion de cada compueste sintetizado asi como el
rendimiento obtenido, el peso molecular estimado y los méximos de absorcién en los espectros
de UV.

En la tabla 2 se indican las bandas principales de jos espectros de IR.
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Tebla 1. las prihcipales caraclerlsticas  anafllicas de’ los derivados de

N-lsobutilcinamamidas.
@,%Enn\k
o]

R
N-ISOBUTILCINAMAMIDAS

R Peso Rendimiento Punto de Ultravioleta
Molecular (%) fusién (°C}. (nm).
(g/mol)
3-F 221 8 94-95 266
4.CH3 218 78 116 276
H 203 83 113 268
3-Br 282 81 108-109 268
3-NOy 248 68 119-120 261
3,4-0CHp 247 76 116-117 328
3-Cl 237 81 112-113 268
4.0CH;5 233 85 110-111 288
4-Br 282 19 154-15, 275
2-NO; 193 n 129-130 254
4-C\ 237 80 142-143 373
3-0CH3 233 85 7374 n
4-NOy 248 73 153-154 309
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Tabla 2. Principales bandas de los espectros de infrarojo.

Grupo Funcional Frecuencia v
NH 3220-3300
C-H (Insaturado) 3020-308¢
C-H (8aturado) 29152960
aromadtico 1600-1624
-CONH 1530-1564
C=0 1640-1654
-CH=CH- (Trans) 955-950
Sustitucion orto 740
Sustitucién meta . 655-800
sustitucion para 816-825
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Los espectros de RMN se observan en el apéndice al final de este trabajo. Las principales
sefiales se menclonan a continuacién:
&
CH,

CH=CH~C —NH—YcH;ZCH-%n,

a) Un doblete (J=Hz) entre 0.9-1.0 ppm, correspondiente a los metilos de la cadena
isobutilica (C3" y C4').

b) La sefial multiple (hepteto), que aparcce aproximadamente en 1.9 ppm que corresponde
al metino del isobutilo (C2°).

c) El (dd) que aparece en forma de triplete aproximadamente 3.2 ppm, corresponde al
metileno (Cp°) del isobutilo. Esta banda se transformd cn un doblete (J=6 Hz) al adicionarle
D70 debido a la sustitucién del hidrégeno del nitrégeno por deuterio.

d) La sefial del protén del nitrégeno aparece en un rango de 5.5. 2 6.3 ppm de acuerdo al
compuesto, como una sefial ancha, que al adicionarle D30 desaparece.

e) Para ef doble enlace se observa dos dobletes (J=15 Hz), uno aparece entre 6.2-6,5 ppm y
otro entre 7.5-7.9 ppm, ¢l valor de acoplamiento confirma la geemetria E.

f) Las seiiales caracteristicas del anillo aromadtico en general aparecicron entre 6.2 a 7.5
ppm, cada compuesto present6 el patrén de sustitucion caracteristico para el anillo beneénico.

g) Las sciales de los compuestos metoxilados aparecen de 3.5 a 4.0 ppm.

9.2. Caracterizacién bioquimica de los derivados de N-Isobutilcinamamidas en las
diferentes actividades de la fotosintesis,

Con el proposito de conocer como se comporta cada uno de los compuestos sintetizados se
probd su efecto en las diferentes actividades de la fotosintesis in vitro en cloroplastos aislados
de hojas de espinaca y se determinaron los velocidades de transporte de clectrones Basal,
Fosforilante, Desacoplado, Sintesis de ATP y Captacidn de Protones.

Los valores de velocidad obtenidos se les determina cf % de actividad se traza una grifica
(Figura 6), en la que se muestra el efecto de los diferentes derivados de N-Isobutilcinamamidas
en la sintesis de ATP (en cloreplastos lisados intactos aislados de hojas de espinaca) a medida
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que aumenta la concentracién de N-Isobutilcinamamida la inhibicidn se incrementa. La
concentracion de los compuestos {lega a ser hasta de 100pM, siendo las amidas con los grupos .
mds potentes 4-Nitro, 4-Cloro, siendo ¢! de menor efecto ] 2-Nitro. El orden de inhibicion de
menor a mayor de acucrdo a I5( s el siguiente 2-Nitro< 4-metil< 4-Metoxi< 3-Metoxi = H<
3-Fluor< 3,4-Metilendioxi< 3-Nitro< 3-Bromo< 3-Cloro< 4-Bromo< 4-Cloro< 4-Nitro.

Los compuestos que inhiben la Sintesis de ATP de agua a metilvioldgeno
(Fotofosforilacion) pueden actuar como inhibidores de la reaceién de Hill o como inhibidores
de la transduceién de energia (Inhibidor de la H* ATPasa) o como desacoplantes en el
cloroplasto. Con el objeto de conocer ¢l mecanismo de accidon de las N-Isobutilcinamamidas se
estudié el efecto en [a captacién de protones (figura 7). el orden de acuerdo a Ig se presentaa
continuacion 4-Metil< 3,4-Metilendioxi< 3-Fluor< 4-Metoxi< H< 3-Nitro< 4-Nitro< 2-Nitro<
4-Bromo< 3-Bromo< 3-Cloro< 3-Metoxi. Se encontrd que el orden de inhibicion de los
derivados en la sintesis de ATP es diferente a la captacion de protones.

Para continuar la caracterizacion de las N-Isobutilcinamamidas sobre la fotosintesis se
determino su efecto en el flujo de transporte de electrones basal (Figura 8), ya que esta
actividad fue inhibida y presenta el siguicnte orden 3-Nitro=4-Bromo< 3-Fluor< 3-Metoxi< 3-
Bromoc 3,4-Metilendioxic 4-Cloro< 4-Metil< 4-Metoxi< H< 2-Nitro< 3-Cloro< 4-Nitro.
Notese que el orden de inhibicién de ésta actividad es diferente a las otras dos actividades
mencionadas anteriormente.

En la (figura 9) se observa el cfecto inhibitorio sobre el flujo de electrones fosforilante con
¢l siguicnte orden de potencia inhibitoria 3-Fluor< H< 4-Metil< 3.4-Metilendioxi = 2-Nitro<
3-Cloro< 3-Metoxi< 4-Bromo = 3-Nitro = 4-Cloro< 4-Metoxi< 3-Bromo< 4-Nitro. Este orden
es diferente a las demas actividades descritas. .

Finalmente en la (figura 10) se muestra ¢l efecto inhibitorio de los diferentes derivados de
N-Isobutilcinamamidas sobre el transporte de clectrones desacoplado, siendo el siguiente
orden 4-Cloro< 3-Fluor< 3-Nitre< 3-Bromo< 3-Clore< 4-Nitro< 2-Nitro< H< 4-Metil< 3,4-
Metilendioxi< 4-Bromo< 4-Mctoxi< 3-Metoxi.
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Figura 6. Efecto de los diferentes sustituyentes de N-isobutilcinamamidas en ia sintesis de
ATP de H0 a MV. 4-Metil (M), 3-Fluor(®), H (A), 3-Bromo (V¥), 3-Nitro (),
3,4-Metilendioxi {4), 3-Cloro (x), 4-Nitro (%), 3-Metoxi (-}, 4-Metoxi (1), 4-Bromo {d, 2-Nitro (A),
4-Cloro (V). Los valores de los conlroles en pmoles de H* /mg chl.hr son: 665, 665, 665, 665,
665, 665, 222, 222, 193, 193, 193, 193 y 193 respectivamente.
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Figura 7. Efecto de fos diferentes sustituyentes de N-Isobutilcinamamidas en la captacién de
protones de HpO a MV, 4-Metil (M), 3-Fiuor (®), H (A), 3-Bromo (WV), 3-Nitro (¢), 34-
Metilendioxi (), 3-Cloro (x), 4-Nitro (%), 3-Metoxi (-), 4-Metoxi { | }, 4-Bromo (@, 2-Nitro (A), 4-
Cloro (V). Los valores de los controles en peq de H* /mg chlhr. son: 61, 2.68, 2.68, 39, 2.68,
108, 108, 187, 61, 187, 108, 108 y 108 respectivamente
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-Figura 8, Efecto de fos diferentes sustituyentes de N-isobutilcinamamidas en ef transporte de
clectrones hasal de H20 a MV, 4-Melil (B), 3-Fluor (@), H {4), 3-Bromo (¥),
3Nitro (#), 3.4-Mefilendioxi (F), 3-Cloro (), 4-Nitro (), 3-Metoxi (-), 4-Metoxi (I},
4-Bromo (@, 2-Nitro (A}, 4-Cloro (V). Los valores de los controles en peqe- fmg chl.hr son: 261,
144, 391, 261, 261, 144, 144, 261, 261, 112, 112, 533 y 112 respectivamente.
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Figura 9. Efecto de los diferentes sustituyentes de N-Isobutilcinamamidas en el transporte de
electrones fosforilante de HpO a MV. 4-Metil (M), 3-Fluor (@), H (A), 3-Bromo (V),
3Nitro (4}, 3,4-Metilendioxi (#), 3-Cloro (x), 4-Nitro (%), 3-Metoxi (-}, 4-Mstoxi(l),
4-Bromo (), 2-Nitro (A), 4-Cloro (V). Los valores de los controles en peqe” /mg chl.hr, son:
533,160, 533, 122, 122, 533, 122, 146, 282, 157, 146, 282y 198 respectivamente.
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Figura 10. Efecto de los diferentes sustituyentes de N-Isobutilcinamamidas en el transporte
de electrones desacoplado de Hp0 a MV. 4-Metl (M), 3-Fluor (@), H (A),
3-Bromo (W), 3-Nito (#), 34-Metilendioxi (#), 3-Cloro (x), 4-Nitro (%), 3-Metoxi (-},
4-Metoxi (1 ), 4-Bromo {4, 2-Nitro (4), 4-Clore (V). Los valores de los controles en peqe- /mg
chihr. son: 1308, 916, 1308, 889, 916, 1165, 823, 1882, 1165, 916, 916, 1388 y 1165

respectivamente.
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Todos los derivados de N-Isobutilcinamamidas inhiben las diferentes actividades
fotosintéticas determinadas (figura 6 a la 10), estos resultados indican que estos compuestos
son inhibidores de la reaccién de Hill. Para observar mejor estos efectos en los que se inhiben
todas las actividades como transporte de electrones basal, desacoplante, fosforilante, sintesis
de ATP y captacion de protones ver (figura 1) donde se traz6 una recta de la velocidad contra
concentracion de cada uno de los compuestos.

Con abjeto de localizar que enzima redox inhiben las N-Isobutilcinamamidas se selecciond
al derivado 3-Metoxi, para estudiar su efecto en ¢l fotosistema I (FSI) y fotosistema 11 (FSII).
En la (figura 12) se visualiza una inhibicién parcial de ambos fotosistemas, siendo mayor la
inhibicién del fotosistema I (20%) y para ¢l FSII (15%). Para localizar los sitios de inhibicién
FSIy FSII se efectuaron las siguientes reacciones parciales de HpO a SiMo sc inhibio hasta un
10% , DPC a DPIC 32% cstas 2 iltimas determinaciones indican que el 3-Metoxi inhibe a
nivel de fotélisis del H3O y entre Pggg y QA, la suma de ambas es la respdnsable de la
inhibicidn que se encontro en el FSII en la misma figura se nota que la inhibicién de FSI, y de
TMPQH7 a MV es similar en cada inhibicion, lo que indica que el compuesto no inhibe a
nivel de PQ de la cadena redox en FSI El flujo de electrones de PMS reducido a MV es
inhibido un 7% a 300pM, estos datos indican que el FSI inhibe a 2 niveles enziméticos uno en
el complejo bg/f o PC y cl otro entre Py, al lado aceptor del FS], el conjunto de datos que se
presenta en la (figura 6) indican que ¢l compuesto inhibe en 4 sitios diferentes y la suma de
estas inhibiciones parciales contribuye a In inhibicion total en ¢! flujo de clectrones de HaO a

"MV,
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Figura 11. Efecto de N-Isobutilcinamamidas en las reacciones de la fotosintesis de HpO a
MV. T.EF.(M), TE.B.(@), TED.(A), CP. (V) Sintesis de ATP. {¢). T.E. pege- /mg chlhr.
A.T.P. umoles de H* /mg chthr. C.P. peq H* /mg chl.hr.
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Figura 11. Efecto de N-Isobutilcinamamidas en las reacciones de la folosintesis de H0 a
MV, TEF.(W), TEB.(®), TED.(A), C.P. (¥), Sintesis de ATP. (#). T.E. nege” /mg chlhr.
AT.P. pmoles de H* /mg chlhr. C.P. peq H* Jmg chl.fir.
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Figura 11. Efecto de N-Isobutilcinamamidas en ias reacciones de la fotosintesis de Ho0 a
MV. T.EF.(H), T.EB(®), T.ED.(A), C.P. (V) Sintesis de ATP. (#). T.E. pege" /mg chlhr,
A.T.P. umoles de H' /mg chl.hr. C.P. yeq H* img chlhr,
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Figura 12, Efecto del [3-Metoxi N-lsohutilcinamarmida} en el transparte de electranes del FSI
y FSiL. HaO a MV (m), DCIP a MV (A), TMPQH2 a MV (¥), PMS a MV (x), H20 a DCIP (@),
H20 a SiMo (#), DCP a DCIP {+). Los valores de los confroles en ueqe” /myg chi.hr.son: 1760,
2150, 7468, 1500, 325, 1133 y 44 respectivaments.
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Relacién estructura-actividad.

* Los estudios realizados a familias de herbicidas han encontrado que el grupo amida juega
un papel muy importante en la actividad biolégica, ya que la inhibicién de la fotosintesis se
visuatiza que ocurre entre el par de electrones libre del nitrégeno del herbicida y la deficiencia
de clectrones del grupo carbonilo de ta amida.

La finalided de sintetizar diferentes derivados de N-Isobutilcinamamidas fuc observar
como los diferentes sustituyentes afectaban la fotosintesis, también se traté de correlacionar la
estructura-actividad. Comparada con la N-Isobutilcinamamida que no tiene sustituyente, se
realizaron experimentos para obtener los cocficientes de particion de cada uno de los
compuestos, se llevo a cabo por el método espectrofotométrico, los resultados obtenidos nos
dieron una vision mis amplia de como cada sustituyente en algunos potencia y en otros
disminuye. Se procedié a determinar los coeficientes de extincidon de los compuestos,
realizando curvas estandar a concentraciones de 6pM, 12uM, 15uM, 18pM, 24uM, leyendo la
absorcitn a la longitud de onda méxima de cada compuesto, con los datos obtenidos se trazo
una grifica de concentracién contra absorbancia, después se realizo una regresién lineal, la
pendiente de esa recta es el coeficiente de extincién (tabla 3), con la ley de Lambert-Beer (A=¢
Ic) obtener la concentracién que sc obtuvo en la fase del octanol y por diferencia obtener 1a
concentracién en la fase acuosa. Sc sabe que ¢l coeficiente de extincién es dependiente de la
polaridad del disolvente orgdnico, de la longitud de onda. Los resultados de coeficiente de
particién contribuyen a dar una explicacién de como los diferentes sustituyentes potencian o
disminuyen la actividad afectada en la fotosintesis; los valores obtenidos del coeficiente de
extincion € molar, y coeficiente de particion & se encuentran en la (tabla 3), los valorcs
positivos de n {coeficiente de particidn) indican que el sustituyente es liposoluble ( lipofilico,
apolar). y valores negativos que son hidrosoiubles o hidrofilicos. Los_ resultados de los
coeficientes de particién = de los diferentes compuestos ordenados de menor a mayor son: 4«
Metil < 4-Nitro < 3-Nitro < 4-Bromo < 2-Nitre < 3-Cloro < H <4-Cloro < 4-Metoxi < 3-Fluor
< 3-Metoxi < 3,4-Metilendioxi < 3-Bromo.

Los valores de « negativos de los sustituyentes son 4-Metil, 4-Nitro, 3-Nitro, 4-Bromo, 2-
Nitro, 3-Cloro, indican que estos compuestos son hidrosolubles, Por otro lado, se obtuvieron
valores de & positivos con los siguientes sustituycntes 4-Cloro, 4-Metoxi, 3-Fluor, 3-Metoxi,
3,4-Metilendioxi, y 3-Bromo, indican que estos compuestos son liposolubles. Posteriormente
se utilizo al que no tiene sustituyente el hidrégeno dandole un valor de cero de = al obtener las
diferencias logaritmicas de P entre ¢l sustituyente y el estandar que no tiene derivado ya que
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cste se comparo con todos los compuestos, Los valores de los sustituyentes  positivos nos
indican que estos son més afines a la fase de! octanol (Lipofilicos), y valores de n negativos
estan disueltos en la fase acuosa (Hidrofilicos). Los valores positivos de = (tabla 3) son los
compuestos que tienen mejor actividad biolégica, comparando estos con los resultados que se
obtuvieron en la inhibicién de la reaccién de Hill en la fotosintesis se puede hacer una
correlacién; por cjemplo, los compuestos mds activos como inhibidores de Ia reaccion de Hill
son 3-Metoxi, 3,4-Metilendioxi, 4-Metoxi, el dtomo de oxfgeno unido al anillo aromético es
un factor determinante para el incremento de la actividad. Con relacion al 3-Fluor, 3-Bromo, y
4-Cloro; no se encontro que fueran tan activos como el 3-Metoxi que es un compuesto muy
activo en las diferentes actividades de la fotosintesis.

El efecto resonante tiene poco efecto en ¢l log P, Los sustituyentes como 4-Metil, 4-Nitro,
3-Nitro, 4-Bromo, 2-Nitro, 3-Cloro, no son inhibidores de la fotosintesis tan activos como los
anteriores; los valores de 7 calculados confirma lo antericrmente dicho. En las amidas
nitradas, el grupo 2-Nitro contribuye en la inhibicion de la actividad fotosintética debido al
mayor efecto desactivante que se ejerce sobre el anillo aromitico.

Otro de los pardmetros importantes en la relacidn estructura-actividad son los pardmetros
estéricos que influyen en la actividad biologica, hay mayor impedimento estérico cuando la
posicion del sustituyente esta en posicién orto que en meta o para por lo que en los diferentes
sustituyentes utilizados la posicién meta es la mds favorable para aumentar el porcentaje de
inhibicién debido a que este sustituyente sc encucntra separado de la amida no interaccionan
entre si como lo s con [a posicion orto; con ebjeto de obtencr una mayor potenciacion de la
inhibicién de la actividad biolégica con los derivados de la N-Isobutilcinamamida.
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Tabla 3. Con los coeficientes de extincién y coeficientes de particion de los diferentes
derivados de N-Isobutilcinamamidas.

Compuesto Coeficiente de extincion Coeficiente de_particién
€ pmoles/em-! T

4-Metil 0.02507 -0.52
4-Nitro 0.02355 -0.44
3-Nitro 0.3056 -0.39
4-Bromo 0.02901 -0.37
2-Nitro 0.02187 -0.29
3-Cloro 0.0241 -0.04

H 0.02376 0.00
4-Cloro 0.0271 0.06
4-Metoxi 0.02258 0.32
3-Fluor 0.02297 0.4]
3-Metoxi 0.02153 0.94
3,4-Metilendioxi 0.01742 1.83
3-Bromo 0.02381 2.24
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10, CONCLUSIONES

1. Se sintetizo N-Isobutilcinamamida y 12 derivados con diferente sustituyente:
3,4-Mctilendiox§, 3-Fluor, 3-Meloxi, 4-Metoxi, 4-Bromo, 3-Bromo, 4-Metil, 4-Cloro, 3-Cloro,
4-Nitro, 3-Nitro y 2-Nitro, las cuales se catacterizaron analitica y espectroscopicamente (UV,
RMN, IR),

2. Se evalug el efecto de los compuestos sintetizados en las diferentes actividades de la
fotosintesis como son: transporte de electrones basal, fosforilante, desacoplado, sintesis de
ATP y coplacion de protones, se encontré que todos los compuestos son inhibidores de la
reaccién de Hill ya que inhiben todas las actividades de la fotosintesis.

3. Al inhibidor de la reaccion de Hill mds activo de acuerdo al transporte de clectrones
desacoplado, {(3-Metoxi) se le ubicé ¢l sitio de inhibicién en las reacciones parciales de la
cadena redox, el 3-Metoxi inhibe a nivel de fotélisis del H0 y entre Pggo y QA, la suna de
ambas es la responsable de la inhibicidn en ¢l FSIL, y en ¢! FSI se inhibe en 2 niveles
enzimiticos uno en el complejo Bg/fo PC y el otro entre Pygg, ¢l compuesto inhibe en cuatro
sitios diferentes y 1a suma de estas contribuye a la inhibicion total en ¢l flujo de clectrones de
HyO a MV,

4, Los estudios realizados de cstructura-actividad indican que el grupo amida le confierc un
papel importante que interacciona con las enzimas redox que intervienen en la fotosintesis y
asi inhibirlas, aunque ¢l sitio de inhibicion de las N-Isobutilcinamamidas cambia en
comparacién a los herbicidas comerciales sintéticos ya que estas inhiben en Qp, al menos en
¢l caso del derivado 3-Metoxi que inhibe en cuatro sitios diferentes.

5. Los coeficientes de particion de cada uno de Jos diferentes sustituyentes determinados
nos dan la relacién que existe entre la actividad bioldgica con los parimetros fisicoquimicos,
los compuestos que favorecen més son: 3,4-Metilendioxi, 3-Metoxi, 4-Metoxi, la presencia de
un &tomo de oxigeno dentro del anillo aromético es un factor determinante para el incremento
de la actividad y ademas estos coeficientes indican el tipo de interaccion que se establece con
las cnzimas redox, en un ambicnte apolar o hidrofébico; indicando que los compuestos
lipofilicos seran mis activos.
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6. Los compuestos nitrados favorecen poco Ja actividad, ¢l 2-Nitro ¢s el que presenta
mayor efeclo en comparacion al 3-Nitro y 4-Nitro, esto puede ser debido al mayor efecto
desactivante que ejerce sobre ¢l anillo aromdtico,

7. Los compuestos halogenados favorecen la actividad pero no son tan activos como los
metoxilados, la posicion meta es importante.

8. El grupo metilo no favorece 1a actividad inhibitoria, ya que disminuye la potencia.
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11. PROPUESTAS,

Se sugiere que se continue sintetizando N-Isobutilcinamamidas con diferente sustituyente
en posicién meta y para, también que los compuestos que no contengan doble ligadura
tonjugada con la amida

Para poder dar una explicacion mds exacta de como influyen los diferentes sustituyentes en
fas N-Isobutilcinamamidas es necesario realizar estudios fisicoquimicos de los siguientes
pardmetros: momento dipolar, estéricos y clectronicos.

Se recomienda que se continue el estudio de estos derivados de N-Iscbutilcinamamidas
para conocer que otros pardmetros son importantes para incrementar la potencia heebicida y

izar  bioquimi los ottos puestos en las jones parciales, para
determinar si alguno de los derivados presenta olro sitio de inhibicidn. También que se
continue con los estudios de germinacién in vivo y en vitto de los compuestos
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12.APENDICE

12,1, Abreviaciones

ATP
Chl

Cytf
DBMIB
DCMU
DCIP

€

Fd
K3Fe(CN)g
FeO
FSI
FSII
HEPES
HCI

IR

Iso
KCN

[

M.V
peq
peqe/mgehthr
T

Pégo
P700
PC

PMS
PQ

QA

QB

Absorbancia.

Adenosina difosfato.

Adenosina trifosfato.

Clorofila.

Concentracién.

Citocromo f.
2,5-Dibromo-3-Metil-6-Isopropil-p-Benzoquinona,
(3,4-Diclorofenil)-1,1-Dimetilurea.
2,6-Diclorofenol-Indofenol.

Coeficiente de extincién.

Ferrodoxina

Ferricianuro de potasio.

Feofitina.

Fotosistema I,

Fotosistema 11,

Ac. N-Hidroxietilpiperizina-N-2-Etanosulfonico.
Acido clorhidrico.

Infrarrojo.

50 % de Inhibicidn.

Cianuro de potasio.

Longitud.

Metilviologeno,

Microequivalentes. .
Microequivalentes de electrones por miligramo de clorofila por hora.
Coeficiente de particién,

Centro de reaccién del FS 11,

Centro de reaccién del FS 1,

Plastocianina.

N-metilfenazina metosulfato.

Plastoquinona.

Aceptor electronico primario del FS II.

Aceptor electrénico primario del FS II.
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QSAR

SiMo
SOClp
S0y
TEB
TED
TEF
uv

Analisis cuantitativo estructura-actividad.
Resonancia magnética nuclear,
Silicomolibdato de sodio.

Cloruro de tionilo.

Dioxido de azufre,

. Transporte de electrones basal,

Transporte de electrones desacoplado,
Transpore de electrones fosforilante.
Luz Ultravioleta.
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12.2. Espectros de RMN.,
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Espectro 1. N-Isobutil-3-fenil-2(Ejpropenamida.
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Espectro 2. N-Tsobutil-3-(3-Bromefenil)-2{E)propenamida.
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Espectro 4. N-Isobutil-3-(3-Clorofenil)

-2{Ejpropcnamida.
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Espectro 7. N-Isobutil-3-(4-Metilfenil}-2(E)propenamida.
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Espectro 8. N-Isobutil-3-(3-Metoxifenil)-2(E)propenamida.
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Espectro 9. N-Isobutil-3-(4-Metoxifenil)-2(E)propenamida.
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Espectro 10. N-Tsobuil-3-(2-Nitrofenil)-2(E)propenamida.
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T

Espectro 12 N-lsobuhl-B (4-N1tmfcml) 2(E)prcpenam1da
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Espectro 13, N-Isobutil-3-(3-Fluorfenil)-2(E)propenamida.
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