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I.INTRODUCCION

Los estudios del mecanismo de accidn de las auxinas a nivel -
molecular,coinciden en que en dicho mecanismo interviene uno o més
receptores,aparentemente de tipo proteico.En trabajos anteriores -
se han detectado dos tipos de receptores auxinicos,los receptores
"solubles",es decir ,aquellos gue se encuentran en el sobrenadante
celular despues de centrifugar a altas velocidadés y los recepto-
res uniéos a fracciones membranales;sin embargo la localizacién y
caracterizacidén de estos receptores no esta afin bien establecida -
(14-25).

Se ha descrito tambien el aislamiento de factores que estimu-
lan- la transcripcidn,mediante la técnica de Cromatografia de Afini
dad,usando la auxina &cido 2,4-diclorofenoxiacético(2,4 D),como 1i
gando (13,26).

Por otra parte,se ha informado gue el &cido 2(2-metil,4-cloro
fenoxi)propidnico (MCPP) es mds eficaz que el 2,4 D en la induccidn
auxinica del crecimiento de callos de trigo,centeno y maiz (27,28).
Una ekplicacién a las diferentes respuestas a estos compuestos es -
que éstos tengan diferente afinidad por el receptor.

€on base en estos estudios,en el presente trabajo se describe
la preparacidn de columnas de cromatografia de afinidad gue tienen
como ligandos 2,4 D y MCPP,las cuales se usarn posteriormente pa-

ra aislar los receptores auxinicos.
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IT.ANTECEDENTES

1.Auxinas.

La idea de que el desarrollo de las plantas estd controlado -
por hormonas vegetales,estd considerada en los trabajos efectuados
por Darwin a fines del siglo pasado,sin embargo,no es sino hasta el
presente siglo que los estudios sobre fitohormonas se han incremen-
tado notablemente.En la actualidad se ha demostrado que el control
total de una planta no se debe a un solo tipo de hormona sino que -
es el resultado de la interaccidn de todas ellas(auxinas,gibereli-
rias,citocininas,cido abcisico y etileno).

Las auxinas,que fueron las primeras hormonas vegetales que se
aislaron ,son las fitohormonas més estudiadas.Ademds del &cido indol
-3-acético (AIA) y algunos de sus derivados que se encuentran en las
plantas,se han"descubierto,como resultado de la investigacifn en es-
ta &rea,un gran nlmero de compuestos sintéticos que poseen actividad
similar a las auxinas naturales.Entre las"auxinas sinté&ticas" pueden
mencionarse el grupo de los fenoxidcidos,icidos arilacéticos,deriva-
dos del naftaleno,8cidos cin@micos,etc.(1,3,4,6).

La accifn més caracteristica de las auxinas es la de promover -
la elongacidn celular;de hecho,varias pruebas de determinacibén de -
actividad auxinica se basan en esta fespuesta.(l).

Ademéds de este efecto. se ha observado que estas hormonas inter-
vienen en los siguientes procesos:divisiéniy diferenciacibén celular,
estimulacidén de la formacidén de raices,inhibicidén de la elongacidn -
de raices,dominancia apical e inhibicidn de brotes}inicio de la flo-

racidn,maduracibn de frutos,etc.(1,2,8).



En la actualidad,las auxinas sintéticas se usan ampliamente
en Agricultura para controlar la floracibn,la maduracidn de fru-
tos,para auméntar el establecimiento de.injertos,ete.Se ha obser
vado ademds que al aplicar dosis altas de estos regqguladores del
crecimiento se provoca la muerte de la plahta debida a un creci-
miento incontrolado,sin embargo,esta accifin no se ejerce por -
igual en diferentes especies vegetales y eslpor ello gque estos -
compuestos se pueden emplear como herbicidas selectivos en la -
Agricultura.Herbicidas de este tipo,como el acido 2,4-diclorofe-
.noxiacético (2,4 D),acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5 T),
dcido 2-metil,4-clorofenoxiacético (MCPA),etc,se han aplicado -
con buenos resultados en el control de malezas en cultivos de -

maiz,trigo,arroz,avena,chicharo y soya entre otros.(1,2).

2.Relacibn entre estructura y actividad.

El establecimiento de una teoria que relacione la estructu-
ra con la actividad de estos compuestos es de gran importancia,
pues ayudaria a conocer el mecanismo de regulacidén del crecimien
to vegetal y adem8s tendria un gran significado préctico para la
industrfa agricola,ya que se podrian sintetizar nuevos compues-—
tos con actividad similar o superior a la de los compuestos cono
cidos. -

Hasta la fecha se han propuesto diversas teorias que inten-
tan establecer dicha correlacidén.?r continuacidn se mencionan al
éunas de ellas,asi como sus prinelpales objeciones.

Muir y Hansch =laboraron en 1951 la teoria de los dos pun-



tos de contacto(4-6).tratando de explicar de esta manera la inac
tividad mostrada por los &cidos fenoxiacé&ticos sustituidos en -
las posicivnes 2 y 6.Los autores de esta interpretaci6n proponen
la formacién de un complejo entre la auxina y el receptor,en el
que intervienen el grupo carboxilico y una posiciénrorto a la ca
dena lateral de la primera y-un grup0101steinico de la proteina,
en un moao de adicidn por dos puntos.(Fig.l).Existen algunos com
puestos activos,como el &cido 2,4,6-trimetilfenoxiacético,que po
nen en duda esta intexrpretacién,pues para explicar su actividad
se requiere pehsar en el desplq;amiento de los sustituyentes,lo
cual parece improbable.Otra opjecidn a esta teoria es el hecho de
gue los enlaces propuestos no pueden explicar la especificidad -
de las auxinas pues ésta solo se explica cuandovexisten un gran -
ntimero de interacciones dépiles del tipo de atracciones de van -

der Waals. (4)

0—CH-COOH 0~CH-CO~NH
NH,  CLA_S—CHH
+HS-CH-CH — C=0
2 7C=0 2

Fig.1lModelo de Hansch y Muir con dos puntos de contacto

ilustrado con 2,4 D.



La teorfa de los tres puntos de contacto establecida por
Smith y Wain (6), propone la necesidad de un sistema anular in
saturado, un grupo carboxilo y un hidrbBgeno en el carbono o al
carboxilo en la molé&cula activa., Este modelo sugiere un recep-
tor estereocespecifico gue se -asocia solo a uno de los enantid-
meros, explicando asf la actividad de aguellos compuestos en
_que solo uno de los isOmeros es activo; sin embargo es incapaz
de explicar la actividad de los &cidos arilbenzoicos, los dis-
tintos patrones de sustitucidn de varias auxinas sintéticas v
el hecho de que para algunos compuestos como el dcido 2(3-in-

dol) propibnico, ambas formas son activas (5, 6 ) (Fig. 2).
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Fig., 2, Modelo de tres puntos'de contacto de Smith y

Wain.



La teoria de la separacidn de cargas propuesta por Thimann
y Porter (6,7),considera que para que una molécula posea activi
dad auxinica,se requiere una carga parcial positiva,que ellos -
localizan en el dtomo de nitrbgeno del AIA,situada a una distag
cia de 5.5 A° de 1la carga negativa del oxigeno del carhoxilato.
(Fig. 3).La actividad mostrada por el &dcido l-indolacético(dis-~
tancia entre N y O de 3.2 AO) y el &cido 4-indolacético (distan-
c;a entre Ny O de 7.3 Ao) refutan esta teoria.Calculos recien-
tes de orbitales moleculares indican gue el nitrdgeno del AIA -
no posee una carga parcial positiva como se proponia sino que
tiene una carga parcial negativa,pero que una posicidén del ani-
l1lo si posee la carga parcial positiva.En base a estos resulta
dos Farrimond,Elliot y Clack(8) han modificado esta teoria pro-
poniendo que los compuestos activos poseen una carga parcial -
positiva en un tomo del nficleo,situada a una distancia de 5 a°

aproximadamente del oxigeno del carboxilo.

Fig. 3 Modelo de la separacidn de cargas.



La teoria del cambio conformacional propuesta por Kaethner
sugiere que existe una conformacidén de reconocimiento planar y
gue posteriormente ocurre un cambio conformacional en el recep-
tor y en la mol&cula que interactlia.Las moléculas activas dehen
ser capaces de sufrir un cambio conformacional andlogo. (fig. 4)
Cilculos de orbitales moleculares de &cidos fenilacéticos,indi-
can que la conformacidn mids estable no és la de reconocimiento,
més alin si se supone una distribucidn de Boltzmann,solo un 0.5%
de las moléculas tendrfan la conformacién requerida para ser -
"reconocidas",por lo que esta teoria no explica la actividad -
de estos compuestos. (8).Tampoco puede explicar el hecho de que
el &cido 4-cloro-3dindolacético,que de acuerdo a este modelo se
esperaria fuese poco activo por impedimento estérico en la con
formacidén de reconocimiento,tenga mayor actividad que el mismo

ATA. (€).

H” ~0
H . vista superior
conformacion de reconocimiento
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Fig. 4 Modelo del cambio conformacional.




Recientemente katekar (6) ,ha establecido una nueva correla
cidn estructura-actividad para compuestos auxinicos.Este modelo
se basa en la consideracidn de que el sitio receptor es comple-
mentario a la molécula de AIA.Se propone gue el drea que acepta
al nficleo inddlico es de naturaleza electrofilicay que puede in
teractuar con los electrones Tf del anillo o con &tomos ricos -
en electfones,ademés se sugiere que esta Area se extiende més -~
alla de los limites del anillo.Esta &rea. se subdivide a su vez
en areas Arl v Ar2 que corresponden a las porgiones pirrdlica y
bencénica respectivamente de la molé&cula (Fig. 5).Las &dreas -
gque rodean al nficleo ind6lico se designan con las letras a-f.El
drea gue corresponde al metileno del AIA se designa como area
alfa yla la porcidn que interactia con el grupo carboxilo se le
nombra aceptor carboxilico.El andlisis de derivados del AIA,asi
como de gran nfimero de compuestos activos indican que a pesar -
de que el sitio receptor es lo suficientemente grande e inespe-
cifico para aceptar las diversas auxinas‘sintéficas,existen 1li-
mitaciones de tamafio y forma que restringen la interaccidn de -
moléculas que de otra manera se esperaria fuesen activas.Los da
tos de actividad sugieren que existen impedimentos estéricos en
la zona que queda entre las &reas c y d y tambien en las &reas
a y f.Se propone tambien que los requerimientos conformaciona-
les del aceptor carboxilico son altamente especificos de manera
que pueden determinar la forma en gue el resto de la molécula -
interacciona con el receptor.Se considera que el &rea alfa ejer
ce un efecto estérico.Es en base a este filtimo efecto que este

modelo explica la actividad de un solo isbmero en algunos com-



puestos,asi como las excépciones encontradas.De esta manera es-
te modelo explica la actividad de los anilogos de auxina,de --

acuerdo a la capacidad que tienen para interactuar con el recep
tor.Este modelo logra explicar un gran nimero de compuestos ac-
tivos;sin embargo es necesario un estudio exhaustivo de los com

puestos activos que se conocen para poder comprobarlo.
. i .
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Fig. 5 Modelo de Katekar.
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3.Mecanismo y modo de accidn.

Cuando se aplica una fitohormona a un sistema vegetal sen
sible,se produce un cambio especifico que provoca un efecto fi-
siolégico o bioquimico medible.lLa interaccidn molecular de la'—
hormona en su sitio de accidn se conoce como mecanismo de accidn,
en tanto que la secuencia de reacciones que provoca la hormona y
‘que llevan al efecto fisiolégico se conocen como modo de accidn.
(2).

Los estudios a nivel celular del modo de accidn de las au-
xinas indican que é&stas intervienen en el metabolismo de ARN.Los
nlicleos aislados de hipocotilos de soya pretratados con auxinas,
muestran un nivel de transcripcifn mds alto que los que se aisla
ron de hipocotilos sin tratar. (9) .Estos efectos se han asociado
con un aumento en la capacidad de sintesis de ARN dpendiente de
las ARNpolimerasas I y II;La adicidn de auxinas incrementa la ac
tividad de la polimerasé I y provoca modificaciones en la polime
rasa II (9).Los experimentos realizados para estudiar la regula-
cibén metabdlica del ARN por auxina "in vivo"™,han demostrado gue
en muchos tejidos la hormona produce un incremento en ARN. (1-3,
10).ﬁxperimentos en coleoptilos de avena y en raices de lenteja

.
parecen indicar que uno de los primeros efectos de la auxina es
el de incrementar el nivel de ARN mensajero. (9).

Para explicar el modo por el que- las auxinas inducen la -

elongaci6n celular se han elaborado varias teorias.

Se sabe que para que la c&lula pueda elongarse,la pared ce
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lular debe relajarse y que 1§ fuerza motora que produce la elon
gacidn celular,es la presidn de turgencia que ejerce el proto-
plasto sobre la pared debida al gradiente de concentracidn.Asi,
cuando se habla de elongacidn celular inducida por auxinas,va im
plicita la relajacibén de la pared celular inducida por auxinas.
(Masuda,11l).El1 relajamiento de la pared celular puede deberse al
rompimiento de enlaces entre los polisacdridos que la constitu-
yen, o bien a un cambio en su formacidn.

Inicialmente se creia que las auxinas actuaban en la elonga
cib6n celular controlando el tipo de proteinas que se producian -
en las células (1),sin embargo,al observarse que la respuesta de
elongacién inducida por auxina se iniciaba en un periodo de tiem
po menor al tiempo en gque se incrementaba la sintesis de ARN,hi-
zo pensar en que debia existir otro mecanismo,al menos para la -
respuesta a corto plazo(l).Para la continuacidén del crecimiento
en un lapso mayor de tieméo,deben intervenir otros factores,en-
tre los due podria estar el efecto de la auxina en el metabolis-
mo del ARN.

Debido a las pruebas qﬁe indican que el sitio primario de -
accidn de las auxinas no se encuentra en la pared celular,sino -
més bien en una membrana interna o en el citoplasma, se ha llega
do a la conclusibén de que debe existir un"mensajero" quimico que
comunique dicho sitio con la pared celular y que permita la res-—
puesta de elbngacién répida.A este factor se le conoce como fac-
tor de relajacibn de ia pared. (12) .Experimentos realizados de ma

nera independiente por Hager y Rayle & Cleland, indican que di-
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cho factor es el ibn H'.Este descubrimiento 1levé a la teoria del
crecimiento &cido. (12).

Esta teoria propone el siguiente mecanismo para la respuesta
répida:la auxina llega a su sitio de accidn en la cé&lula y al in-
teractuar con &l provoca la expulsidén de iones H+ a la pared,que
hacen que pH disminuya.En la pared se encuentran enzimas "relajan
tes"de la pared que tienen pH dptimo &cido,las cuales se activan
rompiendo algunos enlaces entre los polisacdridos que constifuyen
la pared.

Experimentos realizados por estos investigadores en coleopti
los de avena,dan resultados gue apoyan esta teoria(l2).Entre es-
tos se pueden mencionar:

-La induccidn de la elongacidn celular por auxinas se puede
sustituir por protones ex8genos,dando velocidad de elongacidn si-
milar.En este experimento se trabajd con coleoptilos sin cuticula
debido a que se probd que é&sta actfia como una barrera al paso de
protones.

~-Los coleoptilos sin cuticula producen una disminucifn en el
pH externo en respuesta a la auxina,lo cual prueba que se excre-
tan protones.

-Un buffer con pH mayor que 6 en el medio externo inhibe la
elongacidn celular inducida por auxina, en coleoptilos sin cuticg

la.
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4 ,Receptores de auxinas.

Para establecer el mecanismo de accibdn de las auxinas,se
han realizado gran cantidad de estudios para aislar los recepto
res celulares.Hasta la fecha se han detectado receptores auxini
cos unidos a membrana en distintos tejidos como plantulas de -
chicharo y maiz (13),coleoptilos de maiz (14-22) e hipocotilos
de soya.La localizacidén de estos receptores no esta bien esta-
blecida.Existen informes de la localizacidn de estos receptores
en la membrana de reticulo endoplésmico(sitio I) (17,1%9,20,21).
Un sequndo sitio de unidn se ha encontrado en el tonoplasto o -
membrana vacuolar (sitio II) (19,21) y en la membrana plasméti'
ca o plasmalema (sitio III) (14-16,21,23).

Se ha informado ademds de la presencia de un factor solu-
ble en tejido de maiz,que modifica la afinidad de estos recepto
res por las auxinas probadas.Este factor soluble se ha identifi
cado como una mezcla de benzoxazolinonas,sin embargo su papel -
"in vivo" no esta muy claro,debido a queAse ha observado que se
encuentra en la planta solo después de que &sta ha sufrido dafio
fisico. (20,24).

Existen tambien trabajos que sugieren la existencia de re-
ceptores solubles,es decir,receptores que no estan firmemente-
unidos a membrana u otios organelos y que,por lo tanto,se en--
cuentran en el sobrenadante celular después de centrifugar a al
tas velocidades.Estos reéeptores se han aislado de endospermo -
de coco,plantulas delfrijol y callos de tabaco. (24,25).

Libbenga (24) ha propuesto un modelo de accién de auxina -
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en el qgue asocia los receptores unidos a membrana a la respues-
ta de elongacibn rédpida.Propone un receptor mbévil que de esta
manera puede actuar sobre alguna ATPasa y permitir que se ac-—
tive la bomba de protones.Esto explicaria los resultados encon
trados de que estos receptores membranales no tienen actividad
ATPasa en si mismos. (18),como seria de esperar para la bomba -
de protones propuesta por la teoria del crecimiento &cido.

Por otra parte se propone que los receptores solﬁbles es~
tén implicados en la regulacidn auxinica del metabolismo de -
ARN.De acuerdo a este modelo,la hormona se une a un receptor -
soluble.El complejé receptor-hormona formado,se une a un acep-
tor en el nfcleo que puede ser una proteina no histénica de la
cromatina,que seria la responsable de la respuesta observada.
Este modelo explicaria el hecho de que nficleos aislados no pre
sentan respuesta a auxina(2,24),debido a que el aceptor requie
re reconocer al complejo receptor-hormona.

Sin embargo para poder llegar a conclusiones respecto a -
la validez de este modelo,se necesitan mayores estudios que lo
"apoyen,como seria una caracterizacién del receptor soluble,asi
como probar su papel en el metabolismo de ARN.

Existeﬁ dos trabajos que describen el aislamiento de frac
ciones proteicas que estimulan la sintesis de ARN con ARN poli-
merasa de E.coli.Este aislamiento se logrd mediante 1a técnica
de Cromatografia de afinidad,es decir haciendo paéar homogena~
dos de raices de chicharo &6 maiz (13) e hipoéotilos de soya ;

(26) a través de columnas de sefarosa acopladas a 2,4 D (&dcido
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2,4-diclorofenoxiacético) .Estos trabajos presentan una nueva -
-perspectiva para poder probar los modelos de accidn auxinica -
propuestos.

Experimentos efectuados para probar la induccidn auxinica
de callos de trigo y centeno indican que el &dcido 2(2-metil-4-
clorofenoxi)propidnico (MCPP),es mas eficiente que el 2,4 D(27).
Asimismo los estudios del efecto de andlogos del 2,4 D,en culti
vos de tejidos de mailz,demuestran que dichos andlogos, (entre -
ellos el MCPP),son mejores en la induccibn y mantenimiento del
crecimiento de callos(28).Estos datos han llevado a la conclu-
sién de que el MCPP es un factor de crecimiento mas eficaz que
el 2,4 D en el cultivo de células de cé&lulas de cereales(27).

Tambien se ha medido la afinidad de 2,4 D y MCPP por croma
tina de trigo y se encontrd que ambas auxinas la solubilizan; -
aunque la concentracidn de 2,4 D requerida para disolver una -~
cantidad dada de cromatina es mayor que la que se emplea de MCPP
Una explicacién de estos resultados seriaﬁque‘hubiera diferentes
vias metabdlicas para estos andlogos.Sin embargo, los experimen-—
tos realizados en este sentido en callos de maiz, no muestran ai
ferencias significativas en el metabolismo de 2,4 D y MCPP(29).
Otra explicacidn de estos resultados seria que éstos compuestos
poseen diferentes afinidades por'el receptor.

La informacidn antes indicada, asi como las ventajas gque -
ofrece la técnica de cromatografia de afinidad y que a continua
cibn se enuncian,hicieron pensar en la aplicacidn de esta técni-
ca en el aislamiento de receptores auxinicos,usando como ligan-

dos 2,4 D y MCPP.
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5.Cromatografia de Afinidad.

Los procedimientos clédsicos de aislamiento y purificacién
de proteinas,se basan en las pequenas diferencias en propieda-
des que éstas muestran en mezclas.En general estos métodos son
muy laboriosos,incompletos y de bajo rendimiento.

Una técnica més reciente para la purificacidn de protei-
nas es la Cromatografia de afinidad,la cual se basa en la inte
raccidn especifica de un ligando con una proteina o macromolé&-
cula.El ligando se une covalentemente a un soporte insoluble y
con esto se empaca la columna a través de la cual se pasard la
mezcla de proteinas.En principio,solo la proteina con alta afi
nidad por el ligando,se retendran en la columna,mientris que -
las demds pasar@n libremente.La elucidn de la proteina se pue-
de lograr mediante la modificacidn de la concentracidén salina,
el pH o bien agregando un ligando competitivo. (30).

La rapidez del método de cromatografia de afinidad,ayuda
a preservar la proteina de inhibidores,contaminantes destructi
vos como proteasas y evita su desnaturalizacidn,por estabili-
zacidn de la estructura terciaria.

El éxito de esta técnica dependerd de cuanto se asemejen las -
condiciones experimentales escogidas,a la interaccibén de la pro
teina y el ligando libres en solucidn.

Para semejar dicha interaccidn,se deben cumplir las siguien
tes caracteristicas:

~El ligando no debe sufrir modificaciones en el transcurso
del experimento pues afectaria la especificidad de la interac -

PP
cl101n.
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-El impedimento estér;co que el soporte impone al ligando
debe ser minimizado.

-El soporte debe ser estable en las condiciones en que la
proteina no se desnaturaliza.

Ademds el "soporte ideal" debe tener las siguientes carac
teristicas(31):

a)Formar una malla "relajada" que permita el libre paso -
de macromoléculas (la porosidad influye tambien en la disponi-
pilidad de ligandos libres para la macromol@cula,sobre todo -
cuando la afinidad es débil).

b)Las particulas deben ser uniformes,esféficas,rigidas y
conservar sus propiedades de flujo durante el experimento.

¢c)La interaccidén de esta matriz con proteinas debe ser mi
nima antes y despu&s de la unidn con el ligando,para evitar la
adsorcibn no especifica.

d)El soporte debe tener gran cantidad de grupos gquimicos
que puedan activarse o ser funcionales para unirse covalente -
mente a una amplia variedad de ligandos.

e)El soporte debe ser mecénica y quimicamente estable en
las condiciones de activacidn,acoplamiento,adsorcidn y elucidén.

A)Diversidad de Soportes.

Las restricciones impuestas al soporte han sido un factor
limitante en la aplicacién de esta técnica.A continuacién se -
mencionan los diversos soportes que se han empleado,asi como al

gunas de sus caracteristicas.

—Celulosa.-Se usd en los primeros trabajos con este método,
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sin embargo su utilidad es limitada debido a la microheterogenei
dad de las particulas,la cual provoca efectos indeseables en la
capacidad de absorcidn.

-Poliestireno.-Tiene baja porosidad y por lo tanto limita -
el paso de macromol&culas de gran tamano.

-Dextrano.-Tiene tambien baja porosidad.
-Poliacrilamida.-Tiene ventajas sobre otros soportes ya que
se encuentra disponible comercialmente en esferas de varios tama
flos,ademds de que posee varios grupos modificables;sus limitacio
nes son su baja porosidad y el encojimiento observado durante -
las modificaciones quimicas requeridas en el ataque de ligandos.

-Agarosa.-Muestra muchas de las propiedades del soporte ideal
su estructura permite el paso de macromoléculas con peso molecu~
lar de varios millones.Puede sufrir facilmente reacciones de sus-
titucidn,cuando se activa con bromurd de cianbgeno.Sus desventa-
jas son su inestabilidad a altaé temperaturas y a la aplicacidn -
de eluyentes que rompan puentes de hidrbgeno.

A pesar de que-no hay reglas para la seleccidn del soporte
adecuvado en un caso particular,la experiencia ha demoétrado que
la agarosa es recomendable en la purificacidn de muchas protei-
nas,como ya se menciond la,actlvaciéﬁ de este soporte se realiza

facilmente con bromuro de ciandgeno.
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B) Activacidn y Acoplamiento del soporte.

Las reacciones que-ocurren en el proceso de activacidn con
bromuro de cian8geno y durante el acopiamiento no se conocen con
exactitud. Sin embargo se han hecho estudios con celulosa y se -
considera que las reacciones no varfan para otros polimeros hidro-
'xflicos. Los resultados indican éue durante el proceso de activa-
cibn se forman imidocarbonatos ciclicos y carbamatos. De estos -
los imidocarbonatos cfclicos son reactivos y son los responsables
del acoplamiento éon grupos amino, mientras que los carbamatos son
estables (Fig. 6). Aquf es importante hacer notar gue el imidocar
bonato ciclico activo (A) puede hidrolizarse fécilmente en medio
dcido dando un carbonato ciclico (B”). El tratamiento de a con ba
se acuosa o bien una hidrdlisis prologada de B, regeneran el diol
vicinal de la matriz. Asf, la eleccidn del pH de acoplamiento de-
be ser tal que el grupb amino este libre y que el complejo activo
sea estable (31).

Se ha observado que el proceso-de‘activacién de la agarosa -
con bromuro de ciandgeno ocurre mis ripidamente en valores de pH -
entre 10 y 12, sin embargo, durante el mismo proceso se liberan --—
protones. Para mantener el pH requerido se han desarrollado dos -
técnicas. Una de ellas requiere de un pHmetro y de una titulacidn
manual con una base para controlér el pH (32), mientras que la -

otra hace uso de un buffer de pH adecuado (33).

Como ya se menciond anteriormente, para que la interaccidn en
tre el ligando y la macromolécula sea 8ptima, deben existir el mi-~

nimo posible de impedimentos est@ricos. Para lograr esto, se ha -
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ACTIVACION DE LA SEFAROSA
O-CONH,

- nP OH
- carbamato
iOH BroN_, O-C=N (inerte) .

OH OH 0

imidocarbonato
(reactivo)

REACCION DE ACOPLAMIENTO NH
io—&-NH/\/\/‘

OH
/ derivaclo de isourea

O\ . .
C=NHHNA~AA 0
M N

3: 0" figando j SN A

imidocarbonato _ imidocarbonato
N sustituido

O-%—NH’\/\/

OH
carhamato

N sustituido

Fig, 6 Activacidn de la matriz y acoplamiento con el ligando.
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generalizado el uso de brazos espaciadores entre la matriz y el
ligando con el fin de cue este Gltimo pueda llegar al sitio ac
tivo de la macromolécula (Fig. 7).

La relacifn entre la longitud del brazo esvaciador y la -
fuerza de interaccitn del ligando con la macromolécula es seme-
jante para un gran nimero de enzimas estudiadas: observdndose un
maximo a una longitud del brazo de 8-10 A° (31).

C) Cuantificacibn del ligando acoplado.

Una vez que el ligando se ha acoplado al soporte y que
&ste se ha lavado para eliminar el material no unido, es conve-
niente determinar cuanto ligando se acopld. Para ello se pue--
den seguir diferentes técnicas entre las que se pueden mencionar:
~-Andlisis Diferencial.~ El ligando acoplado se determina
por la diferencia entre el ligando anadido inicialmente y el que
se recupera después de lavados exhaustivos. FEste método no es
muy exacto.

-Espectroscopia Directa.~ Si el ligando absorbe directa--
mente en la regibn del ultravioleta o visible, se puede detectar
directamente en el soporte s6lido, lavado para eliminar lo que
no se unié,una Qez gue se conozca la Amax. del ligando,

-Por andlisis elemental.

~Por titulacién.

-Por radioactividad, etc.

D) Aplicacién del Método de Cromatografifa de Afinidad

al Aislamiento de Receotores Hormonales.

Ademds de las aplicaciones que la té@cnica de Cromatografia



VAP LAY

Figura 7. Uso de brazos espaciadores
(el sitio de accibn se indica con lineas
diagonales en la macromolécula que inter-

acciona con el ligando (L)).
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de afinidad tiene en el aislamiento y purificacibn de enzimas, -~
aislamiento de anticuerpos, etc., se encuentra otra muy importan
te que es el aislamiento de receptores hormonales. La interac-
cidn hormona-receptor es especifica y de gran afinidad, por lo
que la t&cnica puede aplicarse y solo limitan dicha aplicacidn
las dificultades té&cnicas particulares.

Entre los receptores que se han aislado mediante esta técni
ca se pueden mencionar los de acetilcolina, de insulina, de glu-
cagbn, estradiol, penicilina, morfina, histamina y norepinefrina

(31).



DISCUSION
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RESUMEN DE REACCIONES
Esquema A

NH
2Cl NH-—(CH ) CH"COOH +  CuCO,

L

0 .NH,
HN-(CH, ) CH- C—O—Eu oc CH-(CH_)- NH
HN' 0
2
(D)

0-CH-COOH A 0-CH;C?
cl Cl C"%O{?Hz Cf cl

3

‘ [gj ¢ Et-0Et (11) |
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-c:H-'c'-o-Ef-o-cH-CH
2 2 273
CSNTA~cl ‘

+HNHCH)CHC-0-CUD- %—éH-Z(c:H

HN’

\

v
~0- CH-C NH-(CHZ)-CH -NH,,
O C=0/
cr Cl
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O NH

-

)NH3 '
e

resultado
esperado

resultado )
obtenido b\ !
Cu
+ ll \Q
H,5/H i Co
H N-CH

!
-Q~HG- C-H N—CH,),
| U | 0
cr Cl

l"'ﬁ/H‘
O-CHCE
2| 9 . -0-CH;G-NH-(CH,),
cI>""cl (é =0 2 o 0 CH'COO
Et b iy N,
. NH + CuCo,
+  2HN-CH,)-CHCOOH |
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Esquema B

Y Y

0-CH-COOH - 0-CH-C-CL
g -

\ X
(1V):X=24diCl;Y =H
(V):X¥2Med-Cl:Y:Me
Y

0-CH-C-CI OHN-- |
2 o NH ~(CH,);CH-C0 cU—od -CH-CH, )-NH
! 0 “NH, *

l NaOH

HN™~ Q

e .
O-CH-G-NH~(CH,, ;"CH-¢-0Cu=0- -C-GH-(CH,),
0 0 “NH, NH

X CO

1
@o- CH-Y

X
(complejo auxinalisina-copre)
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complejo auxina lisina cobre

st/{'ﬁ ‘

v

Y

0- EH-C-NH~(CH,);CH-COOH
0 NH,

X

(I):X=24diCl,Y=H
(IV): X= 2-Me , 4-Cl; Y=Me
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Preparacion del MCPP

oL, = “
(V)

Br

B
CH-CH-COOH —L 5 CH-CH-CQOH (V1 )
Pma mezda racemica

~-OH B OH
+ CH=CH-COOH 220>
el | H3

vy 3

MCPP mezcla
racémica

Preparacidn del bromuro de ciandgeno

NaCN =+ Br2 — = BrCN + NaBr
{x)
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III. DISCUSION

Basdndose en los estudios de los efectos del 2,4 D y MCPP
en cultivo de tejidos de trigo, centeno y maiz (27, 28), asi -
como en los trabajos que describen el aislamiento, mediante co-
lumnas de sefarosa acopladas con 2,4 D, de factores protefcos
que estfmulan la transcripciBn; se pensd en la aplicacidn de la
* técnica de cromatograffa de afinidad para el aislamiento de re-
ceptores.auxinicos, empleando como ligandos los &cidos 2,4 D y
MCPP,

Se pensd en estas auxinas ya gue una posible explicacidn a
las diferentes respuestas provocadas por estos compuestos en --—
cultivos de tejidos, serfa que tuviesendistinta éfinidad por el
reeceptor. Las diferentes afinidades de estos compuestos por la
cromatina. de trigo (27) apoyan esta posibilidad, Una vez aisla
do este receptor se debe comprobar con &dcido indolacético que -
se trata del receptor "normal". Como ya se menciond anterior-—--
mente, la otra explicaci6n para la mayor actividad auxfnica del
MCPP proponfa diferentes vias metab8licas para estos productos,
no ha gncontrado apoyo en los experimentos realizados en los ca
1los de maiz (29).

Venis y Rizzo (13, 26) reportaron el aislamiento de frac-
ciones proteficas de chicharo, mafz y soya, que.estimulan la -
transcripcibn, utilizando cromatograffa de afinidad con 2,4 D
como ligando y el aminodcido lisina como brazo espaciador, En
estos trabajos se indica que la preparacibn del derivado 2,4 -

diclorofenoxiacetamido~e-L~lisina (2,4 D-lisina), se realizd -~



30

siguiendo la técnica descrita por Hutzinger y Kosuge (34) para
la preparacifn del indol-3-acetil-e-~L-lisina. El método consis-
te en el tratamiento del &cido indol_acético disuelto en dioxa~
no con clorocarbonato de etilo para dar el carbonato, que al -~
tratarse con el complejo lisina-cobre en médio basipo, produce
la amida correspondiente. En los trabajos de Venis y Rizzo =
(13, 26) se éupone la formacién de la amida correspondiénte sin
reportar ningfin dato que indique que la caracterizaron. En es-
te trabajb se procedi8 a sintetizar los derivados 2,4 D-lisina
y MCPP-lisina (2(2-metil,4-clorofenoxi} propionamido lisina},
siguiendo este mé&todo (Esquema A), pero tratando de aiélar, pu-
rificar y caracterizar cada uno de los intermediarios y produc-—
tos, para asegurar gue se obtiene el ligando requerido. Esto
es necesario debido a la importancia .que el-ligando tiene en la
técnica de cromatografia de afinidad. '

Para la obtencidn del complejo de L-lisina-cobre (I} se si-
guié la té&cnicadescrita por Neuberger y Sanger (35), que consig
te en tratar una solucifn en ebullicibn del L-aminodcido, con
un exceso de carbonato de cobre, El exceso de carbonato‘de co-
bré afiadido desplaza la reaccibn dando rendimientos muy altos
del complejo. El espectro I.R) del producto muestra las si- -

1

- + -
guientes bandas: XN-H en 3400 cm l, NH, banda ancha en 3000 cm ~,

3
C-H en 2910 crn_1 aparece como una banda traslapada con la ante-
rior, N~H en 1650 cm—l, Co0” en 1580 cm—l. El espectro visible

del producto mostrd una A max. en 625 nm. siendo el valor repor

tado de 630 nm., esto indica gque se trata del producto esperado.



31

La formacibn de este complejo de lisina con cobre tiene como -~
fin enmascarar el grupo a amino del o amino&dcido, dejando asi
libre para reaccibnar el grupo & amino (35).

En la obtenci®n del anhidrido (II} se siguid la técnica -~
descrita por Hutzinger, ya mencionada anteriormente. Sin embar
go a 0°C el dioxano (disolvente gue recomienda el autor), es sb
1ido y al agregar el clorocarbonato de etilo a la solucibn de
2,4 D y trietilamina en este disolvente no se observ6 reaccibn..
Debido a esto se pens6 en cambiar de disolvente y se decidif ——
usar éter etilico. El producto se descompone por calentamiento
y no puede destilarse ni alin a presibdn reducida. EL espect?o
I.R. del producto crudo muestra una absorcidn de cgrbonilo en -
1750 cm — como esta descrito. Ei espectro de R,M.N. muestra un
triplete en 1.4 ppm que integra para tres protones, acoplado con
un cuadruplete en 4.35 ppm que integra para dos protones que co
rresponden al grupo etilo del ester., En 4,75 ppm aparece un sin
gulete que integra para dos protones y corresponde al metileno
del &cido y en la regi6n de 6.8~7.6 ppm aparecen las sefiales -
de protones aromdticos que integran para tres protones. Estos
datos indican claramente que se obtuvo el producto esperado, -~

Cuando se hizo reaccionar el anhidrido anterior (II) con -
el complejo lisina-cobre (I), siguiendo la té&cnica ya descrita
(34), se encontrd que no hubo reaccidn, pues se recuperaron las
materias primas. Las modificaciones en tiempo de.reaccién, ai

solventes y temperatura no produjeron buenos resultados, ya que
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en todas las pruebas efectuadas se recuperaron los reactivos, Es
tos resultados contradicen los reportados e indican que el etil -
carbonato de 2,4 diclorofenoxiacetilo (II) es muy estable va que
el carbonato no es desplazado por la anina como se esperaba. Una
explicacibn podria ser que los pares de electrones libres del &to
mo de cloro de la posicidn dos del anillo pudiesen impedir el ata
que de la amina. ‘

Los resultados anteriores condujeron a la busqueda de otros
métodos de obtencibén para el 2,4~diclorofenoxiacetamidolisina -=
III). Para ello se decidid adaptar el mé&todo reportado por Kurtz
para la obtencifn de e-benzoil-lisina (36, 37). Este procedimien
to emplea la reaccidn de Schotten-Baumann para la obtencién de la
amida a partir del cloruro del dcido y la amina en medio bésico
(Esquema B).

El cloruro del 2,4 D (IV), se obtuvo dejando a reflujo el -~
dcido con un exceso de cloruro de tionilo. El producto se purifi
cb destilando a presibn reducida, recogiéndose la fraccibn que -
destild a 150°C-3 mm de mercurio. El producto puro presenta en

su espectro I,R. la banda caracterifstica de —g—Cl a 1795 cm_l.

Como ya se menciond anteriormente, el 2,4-diclorofenoxiaceta
mido-e~I,~lisina se prepard empleéndo la reaccién de Schotten-Bau-
mann. En esta preparacibn se hicieron las siguientes observacio-
nes: el contacto entre el cloruro del dcido v el complejo lisina
-cobre se favorece y se aflade una pequefia cantidad de éter etili-
co (tal como Kurtz describe para la preparacién de p—nitrobenéoil

—e—lisiﬁa), tambié&n se encontrd que la formacibn del complejo 2,4
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D-lisina-cobre se favorecfa si la cantidad de agua en que se di-
solvia el complejo lisina~-cobre no era muy grande (aproximadamente
40 ml, de aqua por 2 ¢g. del complejo). Como ya se dijo antes el
complejo lisina-cobre tiene libre el grupo e£—amino que es el que
reacciona para dar la amida.

El complejo 2,4 D-lisina-cobre se destru?e haciendo pasar --
una corriente de &cido sulfhidrico al compuesto suspendido en so
luciBn acuosa en medio dcido. El sulfuro de cobre formado se pue
de remover fdcilmente debido a su baja solubilidad. El rendimien
to relativamente bajo que se obtuvo, aproximadamente 31%, se pue-
de explicar si se considera que parte del cloruro del &cido se hi
droliza regenerando el &cido respectivo. El espectro I.R. del -
producto purificado por recristalizaci6én presenta las bandas ca--

racteristicas de amida secundaria una banda fuerte en 1660 cm—l v

una banda de intensidad media en 1540 cm—l.

El espectro de R.M.N, del producto muestra las siquientes se
flales: en 1.2 ppm aparece una sefial ancha gue integra para cua--
tro protones y que corresponde a los metilenos de los carbonos 4
y 5 de la lisina, centrada en 1.65 ppm aparece una sefial ancha -
que integra para dos protones y en 2,95 aparece otra sefial ancha
que integra también para dos protones, correspondiéndo cada sefial
respectivamente a los metilenos de los carbonos 3 y 6 del amino-
dcido. En 3.8 ppm aparece un triplete que inteqra para un protén
y que corresponde al carbono o del aminodcido y en 4.2 ppm apare-
ce el singulete con integracidn para dos protones correspondiente

al metileno del &dcido. En la regibn de 6.5-7 ppm aparece los -
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los hidr6genos aroﬁ&ticos en .sefiales que integran para tres pro-

tones, Con estos datos se comprueba la estructura del compuesto.
El 2-metil-4~clorofenol (V) se obtuvo haciendo reaccionar el

o-cresol con cloruro de sulfurilo., El producto se purificd por -

destilacifn a presibn reducida, comprobando su autenticidad por -~

medio de sus constantes fisicas y andlisis de I.R, Este espec--

1

tro presenta una banda ancha e intensa de O-H fenélico en 3270 cm

una banda intensa de C-0 fendlico en 1200 cm_l. Ademés se& encuen
1

tran las bandas de nucleo fenilo; dos d8biles en 1630, 1590 cm —,

una intensa en 1495 cm"l y el patrén de fenilo 1,2,4 trisustitui~
1

.

do en 800 y 870 cm’

El 4cido o bromo propifnico (VI) se obtuvo por bromacisdn del
dcido propibnico empleando como catallzador tricloruro de fésforo.r
La purificacibn del producto se realiz6 mediante destilacién a -~
presidén reducida, recogiéndose la fraccifén que destild a 84-88°C
Yy 3.5 mm de Hg. E1 producto de esta reaccifn esta constituido -
por la mezcla racémica. Su espectro de I.R. muestra en 3000 cm'-l
una banda muy ancha que corresponde al &cido, en 1720 cm'“1 se en-
cuentra una banda intensa de carbonilo, en 1470 vy 1390 cm'-1 se -
encuentran dos bandas de intensidad media y dé&€bil que corresponden
al grupo metilo,

En la obtencién del dcido 2 (2-metil-4-cloro fenoxi) propid
nico (MCPP), (VII),se obtuvo la mezcla racémica. El punto de fu
sidn del producto recristalizado fue de 93-94°C. El espectro de

I.R. de este producto muestra la banda ancha de écido en 2950 cm_l

también presenta una banda muy intensa de carbonilo en 1715 cm'?'l
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y el patrén de sustitucibn 1,2,4 en el anillo, bandas en 795 y
880 cm_l. ELl espectfo de R.,M.N, muestra un doblete en 1.65 ppm
que integra para tres protones y que corresponde al metilo del
dcido, en 2.2 ppm aparece un singulete con ihtegracién para -
tres protones‘y que corresponde al metilo aromitico.

La seflal para el CH del &cido aparece como un cuadruplete
que integra para un protén en 4.75 ppm y en la zona de 6.4-7.2
ppm aparece una seflal compleja con integracidn para tres proto-
nes que corresponde a los protones aromdticos.,

Para la preparacidn del cloruro del &cido MCPP (MCPP~C1)
(VIII), se siguid la misma técnica que se utilizd en la obten-
ciéﬁ del cloruro de 2,4 D; en este caso se recogid la fraccibn
que destild a 93°C a un ml de Hg, El anflisis I.R. de este pro
ducto muestra una banda intensa en 1785 cm-1 que corresponde a

-C-C1l.
"

0]

La obtencidén del derivado MCPP-lisina se hizo de manera -
analoga a la de 2,4 D-lisina, sin embargo se observo que la reac
cién del MCPP-Cl con el complejo- lisina-cobre fue mis lenta y
se requirid mis tiempo para que el complejo MCPP-lisina-cobre
prepipitaré,'por lo que se aumentd el tiempo de reaccidn a apro
ximadamente cuatro horas o hasta que no se formard mds precipi-
tade. Al igual que en el caso del producto 2,4 D-lisina, se en
contr6 que el volumen de agua en que se disolvia el complejo 1i
sina-cobre es muy importante, ya que si este es muy grande pue-

de suceder que el complejo MCPP-~lisina-cobre no precipite. Des
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pues de eliminar el cobre como sulfuro, se obtuvo el producto -
MCPP~lisina que esta constituido por la mezcla de diastereoilsdme
ros. Inicialmente se tratd de separar estos isfmeros por croma-
tografia en capa fina. Con esto se trétaba de. comprobar que so-
lo un isbmero es activo y se esperaba que @inicamente este ‘“reco-
nociera" al receptor. Sin embargo, los intentos para separar -
estos isbmeros fueron infructuosos, por lo que se decidid usar
la mezcla de diastereoisfmeros, ya qgue el objetivo propuesto es
aislar los receptores auxfnicos y para ello no es necesaria la -~
gseparacidtn., El espectro I.R. de la mezcla de isomeros presenta
las bandas de amida secundaria, una de intensidad alta en 1660 -
cmm1 y otra de intensidad media en 1540 cm—l. También se pudie=-
ron detectar la banda de 4cidos en 1740 cm_l, la banda de C-H en
2910_cm'-l vy las bandas de Ar-H en 3060 cm'“l y el patrdén de tri-
sustitucidn 1,2,4 en 805 y 870 cm_l, El espectro de R.M,N, re--—
sultd diffcil de interpretar, debido a que la multiplicidad de -
las senales no es muy clara, pues existen protones sobrepuestos,
pero el espvectro indica que se obtuvo el producto pues existen -
protones aromdticos ademds de los de la lisina,

El bromuro de cianBgeno (X) se prepard de acuerdo a la téc~
nica descrita por Hartman y Dreger (38); haciendo reaccionar cig
nuro de sodio con bromo., Este producto es muy voldtil a tempera
tura ambiente y sus vapores son muy irritantes y venenosos. El
bromuro de cianégeng impuro se descompone:. répidamente y tiende
a explotar por lo que se recomienda prepararse poco antes de - -

usarse. En este caso el producto se purific8 por destilacidn, -
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recogiéndose la fraccibn que destild a 55°C (el punto de ebulli-
cidén reportado es de 60-62°C a una atmésfera) y se guardé disuel
to en acetonitrilo recién destilado (2 g por mililitro de disol
vente) .

El siguiente paso fue la activacién de la sefarosa. Como -~
va se menciond anteriormente, esta reaccibn involucra la adicidn
del bromuro de cian6geno a una suspensidn acuosa de la sefarosa
en agitaci6n, Se ha observado gue la reaccibn es &Sptima a pH al
calino, pero la misma reaccidén genera iones H+. Uno de los méto
dos empleados para mantener el pH bdsico, ha sido la tituiaciéﬁ
manual de la reaccidn con la ayuda de un pHmetro, sin embargo es
difficil controlar las variaciones de pH. Ademds la adicibn di--
recta del bromuro de ciandgeno es peligrosa por sus propiedades
téxicas e introduce una nueva variable en el proceso gue es su
velocidad de disolucién. El método descrito por March, Parikh
y Cuatrecasas (33), quevfue el que siguid en el presente trabajo,
supera estas dificultades ya que hace uso de un buffer para con-
trolar el pH y afiade el bromuro de cianbgeno disuelto en un di——
solvente inerte miscible como es el acetonitrilo. Es importante
hacer notar que la reaccifn de acoplamiento debe efectuarse con
la mfnima agitacidn posible para evitar la destruccién mecénica
de la matriz. La siguiente reaccibn fue el acoplamiento con -el
ligando, la cual se efectud de acuerdo con el método descrito -
por estos mismo autores. La capacidad de acoplaﬁiento esta in-
fluida por la concentracibn inicial de carbonato, la temperatu-

ra y duracibén de la reaccibn de activacibdn., El mayor porcentaje
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de acoplamiento se obtuvo ¢on una concentracién de carbonato de -
sodio 2 M para la activaci6n y se encontrd que el rendimiento se-
incrementa si la temperatura de activacifn es de 4°C. El produc~
to MCPP-lisina no es soluble én agua por lo que se disolvié prime
ro en metanol antes de agregar a la solucidn acuosa del acopla-
miento, a pesar de esto la mezcla de reaccifn quado un poco tur-
bia.

Los resultados obtenidos en los dos acoplamientos realizados

se muestran a continuacidn.

Primer acoplamiento

(temperatura de acoplamiento aprox. 4°C)

Ligando Mg Sefarosa Vol, final Conc. teor.
2,4D-1is 17 mg 10 ml 100 ml 4.87 x 1074 n
MCPP-1is 36 mg 10 ml 100 ml 1.05 x 103 u
Ligando Ateérica AObtenida %Acoplamiento
2,4 D-lis 0,72 0.250 34,7%
MCPP-1lis 2.04 0.265 13%

Conc. Teor.= La concentracifn de ligando en el volumen final si
todo el ligando afiadido se hubiese acoplade Con -
este valor de concentracifn y el coeficiente de ex
tincidn molar calculado se obtiene la absorbancia

tebrica (Ateérica)
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Segunda acoplamiento

(temperatura de acoplamiento 5-15°C)

Ligando Mg Sefarosa Vol. final Conc. teor.
2,4 p~1is #5860 10 ml 50 ml 9.05 x 10%
MCPP-1is 38.14 15 ml 108 n1 L2t x 1073
Ligando Ateérica Aobtenida %Acoplamiento
2,4 D-1is 1.34 0.14 10.4%
MCPP-1is 2.16 0.17 7.9%

En ambos acoplamientos se empled como disolvente de 2,4 D-
lis agua, en tanto que para la determinacidn de-MCPP-lis acopla
dad se dej6 sedimentar la sefarosa y seAcambié el agua por meta
nol. -

La determinacibn directa del % de acoplamiento presenta la
dificultad de que la sefarosa tiende a sedimentar, por lo gue se
recomienda hacer las lecturas después de agitar la celda,tan réa-
pido como sea posible. Los valores de absorbancia reportados
anteriormente son el promedio de tres determinaciones,

Como se puede observar en los resultados del acoplamiento,
el segundo experimento tuvo una baja en el rendimiento, esto se
debe seguramente al aumento de la temperatura ocurrido por una
falla en el control de ésta, Asi mismo se puede observar en am
bos acoplamientos que el ligando MCPP~lisina se acopld menos --

que la 2,4 D-lisina, esto puede deberse a que este compuesto es
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poco soluble en agua y como ya se indic6 tuvo éue agregarse meta-
nol, pero a pesar de esto no se logrd una transparencia éompleta;
lo cual hace pensar que parte del ligando no pudo reaccionar con
la matriz.

Como ya se indicé»estas columnas de cromatografia de afini-

dad se van a usar para el aislamiento de receptores auxinicos.
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Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato de = -
Fischer. Los espectros de absorcidn en el infrarrojo se-determi-
naron en un espectrofotfmetro Perkin Elmer modelo 337. Los espec
tros de resonancia magnética nuclear se determinaron en un espec-~
trSmetro analitico Varian A-60, utilizando cloroformo deuterado
como disolvente del producto MCPP~lisina v. agua deuterada para el
producto 2,4 D~lisina, el tetrametil silano se empleo como refe-
rencia interna; el desplazamientb guimico esta expresado en partes
por millén (ppm), utilizando el pardmetro &§. Los espectros de ab
sorcidén en el ultravioleta fueron determinados en un espectrofotd
metro Carl Zeiss modelo PMQ II. Las cromatografias en capa fina
se efectuaron usando como adsorbente sflice GF--254 de Merck, uti-

lizando como reveladores luz ultravioleta y iodo.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis del Complejo L-lisina-~Cobre (I).

Se siguid la técnica descrita (35), sustiyendo Gnicamente el
sulfato de lisina por el clorhidrato correspondiente.

El clorhidrato de L-lisina (2.74 x 10'—3 moles, 0.500 g) se -
disolvié‘en aqgua (aprox. 15 ml) y a la disolucidn en ebullicibn
se le agregb gradualmente un exceso de carbonato de cobre (1.78 x
1()_3 moles, 0.220 g,, exceso de 30% aproximadamente). La mezcla
de reaccidn se enfrib, se filtrd el exceso de carbonato de cobre
y se evapord un poco de disolvente en el rotavapor. El complejo
se recristalizd de etanol~agua con los resultados siguientes.

Rendimiento: 0.48 g, 99.2%.

Punto de fusibn: 245-250°C con descomposicidn.

Caracterfsticas espectroscdpicas I.R. V max (cm—l): N-H 3400 -

[
(m-f); -NH., 3000 (m~f); C~H 2910 (m~f); N~H 1650 (f): -CO0° 1580

3
(f), 1400 (m); C-H 1390 (m).

Sintesis del etil carbonato de 2,4-diclorofenoxiacetilo (IT)

Se adaptd la técnica reportada en la prepafacién del indol-
3—aéetil—e—L—lisina (ATA~1is), (34), como sigue:s

Una solucidn de &4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) (2.74
x 10 %moles, 0.605 g) y trietilamina (2.74 x 10 moles, 0.279 g,
0.24 ml) en 8ter etflico (aprox. 15 ml), se llevé a 0°C y se afia-
did agitando vigorosamente el clorocarbonato de etilo (2.74 x 10_3
moles, 0.297 g, 0.26 ml). La agitacibn se continﬁé durante 10 mi
nutos, se filtrdy. al filtrado se le evapord el disolvente median

te un baifio de agua. El producto (residuo aceitoso) asi obtenido,
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se descompone antes de destilar afin a presidn reducida (aprox. 3
mm de Hg). Sus caracteristicas espectroscfpicas son las siguien-
tes:

I.R. Vv max (cm Y): 0-C-0 1750 (£); Ar~H 3080 (d): 1,2,4 tri
" -
0

sustituido 860, 800 (m).

R.M.N, Ar-H 6.8, 7.6 (m 3H); —OFCHZ—C— 4,75 (s 2H); —O—CHZ—
"
0

Me 4.35 (c 3H): —CH3 1.4 (t 3H).

Intento de sintesis del etlil carbonato de 2,4-diclorofenoxi-

acetilo (II}).

Se hizb otro intento previd para sintetizar el etil carbona-
to de 2,4-diclorofenoxiacetilo, siguiendo la técnicaya descrita -
pero usando dioxano .como disolvente (tal como esta reportado), sin
embargo no se observo reacci6n ya que a 0°C el dioxano es sdlido
por lo que se cambi6é por &ter.

Intentos de sintesis de 2,4~diclorofenoxiacetamidolisina (2,

4 D-lisina) (III).

Se siguid la técnica descrita (34); al etil carbonato de 2,4
~diclorofenoxiacetilo disuelto en dioxano, se le agregd el comple
jo lisina-cobre disuelto en agua con hidréxido de sodio (en rela-
cibn de 2:1:1 moles): la mezcla sé agitd a temperatura ambiente -
durante 20 minutos, se sulfhidrbdy se filtrdé. El1l filtrado se eva-
pord en el rotavapor y en el residuo se identificaron mediante es
pectroscopla 1las materias primas sin reaccionar.

A esta técnica se le hicieron varias modificaciones como:-.—

tiempo de reaccidn (se probaron 30 minutos, 4 y 12 horas); disol-
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vente (se cambid el dioxano por mezcla éter-aqua 2:1 y agua, con
tiempo de reaccibn de 30 minutos); temperatura (0°C y temperatura
ambiente con los distintos disolventes y tiempo de reaccidén de

30 minutos) y en todos los casos se recuperaron las materias pri
mas.

Sintesis_del cloruro del &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4

b-Cl) (IV).

Al Acido 2,4 D (2.26 x 10—2moles 5.0 g) disuelto en benceno,
se afiadid cloruro de tionilo (4.52 x lo—zmoles, 5.38 g, 3.3 ml) y
se dej6 a reflujo durante aproximadamente 3 horas. El exceso de
cloruro de tionilo y benceno se evapord en el rotavapor y el resi
duo se destild a presidn reducida, dando asi el cloruro del &acido.

Rendimiento 4,44 g, 82%,

Punto de ebullicibn: 150°C/3.5 mm de Hg.

I.R. V max (cm~l): Ar~H 3070 (d); C~H 2900 (4); —S-Cl 1795
(£); -€-0 1235 (m). 0

Sintesis de 2,4-diclorofenoxiacetamidolisina (2,4 D-lisina)

(111)

El complejo lisina~cobre (5.69 x 1073 moles, 2.01 g) disuel
to en dgua (aprox. 40 ml); se enfrid en bafio de hielo a una tem-
peratura de 10°C aproximadamente, se ajusté el pH entre 11 y 12
con\una solucibn concentrada de hidréxido de sodio y se le afiadid
un poco de éter etilico (aprox. 10 ml).

A la mezcla anterior se agreg®, en pequefias porciones el --
cloruro del &cido 2,4 D (1.25 x 10-'2 moles, 2.99 g, 10% de exceso)

con agitacidn vigorosa y controlando el pH y la temperatura -
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(tiempo de adicibén 30 minutes aprox.). .La agitacidn se continud
durante 1-1.5 horas (hasta gue no se observd formacidén de més pre
- ¢ipitado).

El precipitado se filtrd y lavd con agua fria hasta que el -
agua de los lavados no arrastrd méds complejo.

El complejo 2,4 D-lisina-cobre sé& suspendid en una solucibn
de HC1 2 N (30 ml. aprox.),se calentd a 60°Cy se descompusd hacién
dole pasar una co?riente de &cido sulfhidrico.La mezcla se filtré
y el filtrado se evapord a sequedad en el rotavapor.

Rendimiento prodﬁcto{crudo: 1.95 g.,49.2%,punto de fusidn -
215-225°C.El producto se recristalizd de etanol-acetona.

Rendimiento: 1.23 g., 31%.

Punto de fusidn: 241-43 °C.

-1

I.R. Vv max. (cm ~): N-H 3380 (m); COOH,NH, aprox. 2910 (m-f)

2
-COOH 1745 (m~f); -C-NH 1660 (f);-C-H 1440 (m~-f);1,2,4 trisusti-

tuido, 845,800 (m). o

R.M.N. :Ar—-H 6.9-6.6 (m 3H); —o~{CH2(—c— 4.2 (s 2H); HN(CH2)3
"
0

2.95 (s 2E): —CH2 CHFCOOH 3.8 (t 1H); -CH,CH-COOH 1.65 ( 2H) ;
13 T

H
-(CH,) ,= 1.2(m 4H)N. 2 NH,

Sintesis de 2-metil-=4-cloro-fenol. (v} (39).

Al o-cresol (1.39 moles, 150 g.)colocado en un matraz de dos
bocas,equipado con un refrigerante y un embudo de adicidn,se ana-
diéron lentamente cloruro de sulfurilo (1.39 moles,187.7 g,112.6
ml) .EL matraz de reaccidn se colocd en un bafio de agua helada pa-
ra controlar la temperatura -de la reaccidn,ya que &sta es muy exo

térmica.La mezcla de reaccidn se destild a presidn reducida para
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obtener el producto puro, (NOTA: El refrigerante se conectd a
con un tubo de salida, que va a un recipiente con H20 para reci-
bir los\gases desprendidos. durante la reaccidn).

Punto de ebullicibn: 126°C/9 mm, de Hg.

I.R. Vv max.: O-H 3270 (m-f); C~O 1200 (m): 1,2,4 trisusti-
tuido 800, 870 (m); ‘c=c{ 1500 (£).

Sintesis de &dcido 2 bromopropibnico (VI) (40),

Al 4cido propifnico (6.28 x 10”2 moles, 4.65 g., 4.7 ml) co
locado en un matraz bola de 50 ml,, equipado con un refrigerante
y una trampa (fig. 8), se le agregd el bromo (6.83 x :LO_2 moles,
1&.9 g., 3.5 ml). El refrigerante se removid y se afiadié lenta
mente tricloruro de f6sforo (0.2 ml). La mezcla de reaccibn se
calentd en bafio de agua (a 65-70°C aprox.)} con agitacidn durante
cuatro horas (desprendi&ndose &dcido bromhidrico). La temperatura
del bafio se aumentd (80°C aprox.) y se continu6 hasta desapari--
cidn del color del bromo (aprox. siete horas). La mezcla se des
tild con vacio del laboratorio empleando una trampa de hidréxido
de sodio, para atrapar el 4cido bromhidrico desprendido. Poste~
riormente se destild el residuo a presién reducida para obtener
el producto.

Rendimiento: 7.4 g., 77%.

Punto de ebullicidn: 84-88°C/3.5 mm. de Hg.

I.R. Vv max.: ~COOH 3000 (m); -C=0C 1720 (f); -CH, 1470 (m),

3
1390 (d-m); -OH 1420 (m=d); ~C~0O 1240 (d): C-Br 645 (4).



Figura 8.
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Sintesis del &cido 2(2-metil, 4-cloro fenoxi) propiénico

(MCPP) (VII) (41).

El 2 metil 4 clorofenol (0.164 moles, 23.3 g) se afladid a -
una disolucidn de sosa (0.23 moles, 9.2 g en 10 ml. de agua). E1
dcido 2 bromopropiBnico (0,065 moles, 10g) se agregd a la mezcla
anterior y se dejd a reflujo durante 15 horas. El producto se -
acidificd y se extrajo con solucibén de bicarbonato de sodio al 5%
(para extraer exclusivamente el &cido). La fase acuosa contenien
do el producto se neutraliz6 (aparece turbidez), y se extrajo nue
vamente con acetato de etilo. E1 disolvente se evapord y el pro-
ducfo se recristalizd de acetona~hexano. Se obtuvieron 10 g. de
producto con punto de fusibn 93-94°C que corresponde a un rendi~
miento de 71.4%. Las caracterfsticas espectroscbpicas del produc
to son:

I.R. V max.: ~OH= 2950 (m); ~C+ 1715 (f); ~CO 1235 (m);
(0]

:c=c: 1500 (m—~£); 1,2,4 trisustituido 795: 880 (d).'
R.M.N.: CH; 1.65 (@ 3H); Ar-CH3 2.2(s 3H); C~H 4.75 (s 1H);
Ar-H 6.4-7.2 (m 3H),

Sintesis del cloruro del &dcido 2(2-metil-4~clorofenoxi) pro-

pibnico (MCPP-C1l) (VIII).

Se siguib la té&cnica utilizada para preparar 2,4 D-Cl, (IV)
con las siguientes cantidades de reactivos: 4&cido 2(2-metil-4-
clorofenoxi) propidriico (1.40 x 10~2 moles, 3.0 g.) y cloruro de
tionilo (2.80 moles, 3.33 g. 2 ml).

Rendimiento: 2,51 g., 77%.
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Punto de ebullicifn: 93°C/1 mm. de Hg,

I.R. ¥ max.: Ar<H 2995 (d): C~H 2970 (d); ~C-Cl 1785 (f);
i
o

—-CO 1240 (f).

Sintesis de 2{2-metil-4-clorofenoxi) propionamidolisina

(MCPP~1lisina) (IX).

Se empled la técnica para 2,4 D-lisina (III) utilizando: 1i
sina-cobre (6.03 X107 moles, 2.134 g) y MCPP-CL (1.43 x 10™% mo
les, 3.34 g, exceso de 18,9%). El tiempo de reaccidén se aumentd
a 4 hrs. El producto de apariencia aceitosa se obtuvo con un -
rendimiento de 3.0 g., 72.6%. Para purificar el producto (mezcla
de diastereoisémeroé), se realiz6 cromatograffa en capa fina, em
pleando como eluyente una mezcla de cloroformo~acetato de etilo
90:10 y corriendo la placa varias veces (4-5}; a pesar de lo cual
no se lograron separar los estereoisSmeros y se decidif emplear - ®
la mezcla.

En el producto crudo se identificaron MCPP, clorhidrato de
L-lisina.

Recuperacibn de la pruficaciébn: 400 mg., 13,3%.

1 (m); -coom 1740 (m—f); -C~NH 1660
"

0]

I.R. Vv max.: N-H 3300 cm

(£), 1540 (m); 1,2,4 trisustituido 805[ 870 (m).

Sintesis de Bromuro de cian6geno (X) (38).

Un matraz bola de 250 ml. con tres bocas, colocado en un ba
no de agua con hielo, provisto de un agitador, un embudo de adi-~

cidn vy un tubo de salida, se colocd en una campana,



Obtencidn del Bromuro de Ciandgeno.
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X
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Purificacidn del

Figura 9

bavo de hiels

Bromuro de Ciandgerno.
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Al matraz de reaccidn se le afadid el bromo (0.156 moles, 25
g. 8 ml) y agua (5 ml), esta dltima se agrega con el ffn de dismi-
nuir la volatilidad del bromo, A la mezcla anterior, con agita-
cibn, se afiadid gradualmente, mediante el embudo de adicibn, una
solucidbn de cianuro de sodio (0,163 moles, 8 g, en 60 ml de‘agua).
La temperatura se mantuvo por debajo de 30°C durante el tiempo de
adicidn.

Cuando la reacciBn se hubo completado (desaparicibn del co--
lor del bromo, alrededor de dos horas), se destild el bromuro de
cian6geno directamente en otro matraz, en este paso se debe vigi-
lar que el producto no obstruya el tubo que une los matraces. El
destilado se calentd con cloruro de calcio anhidro (cinco gramos)
y se redestild en un aparato semejante al anterior, recibiendose
el producto (sélido blanco), en un matraz previamente tarado (Fig.§)

El producto se disolvié en acetonitrilo recién destilado (di
solucidn de 2 g de bromuro de cianbgeno por 1 mililitro de aceto-~
nitrilo) recién destilado y se gquardd en el congelador). E1 pro-
ducto se descompone y puede ser explosivo si se guarda en condi-
ciones de inestabilidad por lo que es preferible prepararlo antes
de usarse.

Rendimiento: 14.54 g., 87.8%.

Punto de ebullicién: 8Se recogif la fraccibn que destilf a
55°C (punto de ebullici®dn reportado 60-62°C/760 mm. de Hg,

Reaccidn de activacién de la sefarosa.

Se siguid la té&cnica descrita por March, Parikh y Cuatrecasas

(33) como sigue:
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Se emplearon 10 ml de seéfarosa 4-B pvara cada ligando (2,4 D-
lisina y MCPP-lisina).

1) La sefarosa (10 ml) se coloca en un embudo buchner de fi
bra de vidrio (perfectaménte limpio} y se lava con agua destilada
(aprox. 1 litro). Se debe lavar un poco mis de sefarosa para - -
usarla como control en la determinacidn del % de acoplamiento.

2) A 10 ml, de sefarosa lavada se le agregan 200 ml de agua
destilada y 20 ml de solucién de carbonato de sodio 2 M,

3) A la mezcla anterior se agrega 1 ml de solucidn de bromu
ro de ciandgeno en acetonitrilo (2 g/ml), agitando vigorosamente
durante dos minutos (si el bromuro de cian8deno precipita se de-
be agregar mis agua y continuar la agitacibn hasta asegurarse que
no quede bromuro de cianbgeno precipitado).

4) Transcurrido el tiempo de activacidn, se detiene la agita

cidn y se filtra la sefarosa en buchner de vidrio poroso perfecta
mente limpio, lavadndose con agua fria (este paso debe hacerse con
rapidez).

5) La sefarosa activada se lava con las siguientes solucio-
nes en frio:

a) Bicarbonato de sodio 0.1M pH=9.5 (100 ml).

b) Agua destilada (aprox. 1/2 litro).

c) Bicarbonato de sodio 0.2*M pH=9.5 (100 ml).

Estos lavados se deben realizar sin dejar gque la sefarosa se
empaquete.

6) Por Gltimo, se empaqueta la sefarosa y se resuspende en -
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agua destilada (para afiadir al ligando previamente preparado co-~
mo se indica a continuacién) .

Reaccidén de Acoplamiento.

Se adapt6 la té&cnica descrita por March, Parikh y Cuatreca-
sas (33), como sigue:

1) El1 compuesto se disuelve en aproximadamente 1.5 litros de
égua (en el caso de MCPP-lisina, que no es soluble en agua, se ai
solvid en metanol aprox. 30 ml y se agregd agua hasta 1.5 litros),
se agregan 10 ml, de bicarbonato de sodio 0.2 M pH=9.5 y se ajusta
el pH entre 9.5 y 10.

2) Lé suspensidn de sefarosa se agrega a la solucibn del com-
puesto por acoplar y se deja agitando muy lentamente durante 20 -
horas a 4°C.

3) La sefarosa acoplada se filtra y se lava con las siguien--
tes soluciones (agitando en cada lavado y cuidando que noc se empa-
quete) :

a) Acetato de sodio 0.1M pH=4 con NaCl 0.5M (100 ml).

b) Urea 2M m&s NaCl 0.5M (100 ml).

c) Bicarbonato de sodio 0.1M pH=10 con MaCl 0.5M (100 ml).

4) La sefarosa se lava con agua, se empaqueta, se resuspende
en agua y se guarda en un recipiente séllado en el refrigerador.

Determinacidn del % de acoplamiento.

El rendimiento del acoplamiento se obtuvo por anflisis ultra
violeta para ambos ligandos (2,4 D-lisina y MCPP-lisina).
Se determinaron los espectros de absorcifn de estos compues-

tos en la regidn ultravioleta (190-360 nm). Los resultados fueron
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los siguientes:
A mdxima 2,4 D-lisina= 281 nm. (disolvente agua)
A mixima MCPP-lisina= 280 nm. (disolvente metanol).
Se construyd una curva patrdn para cada producto en las lon-

gitudes de onda indicadas. Los datos obtenidos se dan a continua

cibn:
2,4 D-lisina A max.= 281 nm. (disolvente agua)
Mg. 2,4 D-lisina Concentracifn moles/litro (x) A (y)
5.30 1.52 x 10”7 M 0.266
9.73 2.79 x 10" m 0.354
15.26 4.37 x 10™%m 0.651
-22.75 6.52 x 10 M 0.978

El coeficiente de extincidn molar tiene el valor de la pen-
diente de la recta que se obtiene al trazar la absorbancia (y) en
funcidn de la concentracidn molar del compuesto (x). Esta recta
se ajustd mediante una regresifn linear por minimos cuadrados, in
cluyendo el punto (0.0). La pendiente obtenida por este m&todo -
es:

€ molar= 1481.3 litros/mol x cm,

El coeficiente de correlacidn lineal para los datos anterio

res es:

r= 0,995
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MCPP~lisgina A max.= 280 nm (disolvente metanol)
Mg. MCPP-lisina Concentracidén moles/litro (x) Absorbancia (y)
5.10 1.49 x 10”%u 0.390
12,25 3.57 x 107 0.818
14.00 4.08 x 10 %u 0.880
16.00 4.67 x 10 %M 0.992
22,40 6.53 x 10 % . 1,270

Ajustando por minimos cuadrados al igual gue en el caso ante
rior,se tiene:
€ molar= 1944.4 litros/mol x cm.
-El coeficiente de correlacidn lineal para estos datos es:
r= 0.993
Para conocer cuanto se acopld a la sefarosa, se mide la ab-
sorbancia de alicuotas de la sefarosa acoplada vy se lee contra un
control de sefarosa. Para verificar que tanto en la alicuota co-
mo €n el control, se tiene la misma cantidad de sefarosa, se igua
lan los valores de absorbancia, de ambas muestras en A max= 540
nm. en que se lee la turbidencia de la sefarosa. Posteriormente
en la longitud de onda méxima correspondiente, se ajustd a cero -
de absorbancia con el control de sefarosa y se leyd la absorban-
cia del problema., Para estas determinaciones se empled en el ca-
so de 2,4 D-lisina,agua como disolvente,mientras'que para MCPP-
lisina se utilizd metanol. Se calculd la absorbancia tebrica si
todo el ligando se hubiera acoplado y por comparacidn con la ab-

sorbancia obtenida se obtuvo el % de acoplamiento.



Los rendimientos se
Primer acoplamiento
2,4 D-lis. 34.7%
MCPP-1lis. 13%
Segundo acoplamiento
2,4 pD-lisina. 10.4%

MCPP~-lisina 7.9

oe

dan a continuacibn;

(temperatura 4°C):

(temperatura 5-15°C)
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V. RESUMEN ¥ CONCLUSIONES -

Se hizo una revisidn de los modelos que relacionan la estruc
tura con la actividad auxinica, asi como de los estudios reali-
zados para alslar los receptores auxinicos.

Se sintetizaron 2,4 D-lisina y MCPP-lisina para utilizarlos
como ligandos en cromatograffa de afinidad.

Los ligandos se acoplaron a sefarosa usando bromuro de ciand
geno como activador de la matriz.

El rendimiento del acoplamiento se determiné directamente en
la séfarosa por espectroscopfa en el ultravioleta con los siguien
tes resultados:

Primer acoplamiento (temperatura 4°C)

2,4 D-lis. 34.7%

MCPP-1is. 132

Segundo acoplamiento (temperatura 5-15°C)

2,4 D-1lisina 10.4%

MCPP-lisina 7.9%

La adaptacidn al m&todo descrito por Kurtz (36, 37) permitid
la obtencidn de los ligandos 2,4 p—lisina y MCPP~lisina. Estos -
compuestos se caracterizaron por espectroscopia en I.R. y R.M.N.;
es necesario comprobar la obtencifn de los compuestos esperados
debido a la importancia que el ligando tiene en la técnica de la
cromatografia de afinidad.

El rendimiento de acoplamiento de 2,4 D-~lisina con sefarosa
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a temperatura de 4°C fue de 34,7% del mismo orden de magnitud que
el valor reportado gue es entre 30 y 40%. E1l rendimiento en el -
acoplamiento de este ligando a temperatura de 5-15°C disminuyd a
10.4% lo cual confirma que la temperatura es un factor muy impor-
tante para el acoplamiento.

Los bajos rendimientos de acoplamiento del ligando MCPP-lisi
Aa, 13% a 4°C y 7.9% a 5-15°C pueden deberse a que este producto
no es soluble en agua siendo necesario agregar un poco de metanol
ya que la reaccidn de acoplamiento se efectfia en medio acuoso;
puede ser que la cantidad anadida de metanol no haya sido sufi-
ciente y sea necesario afadir un volumen mayor, aunque se debe ~
cuidar que el pH de la solucibn no wvarie demasiado.

La efectividad de estas columnas se probaréven experimentos

biolbgicos posteriores.
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