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INTRODUCCICN,

En los vegetales, como en los animales, existen —-
substancias que en pequelias cantidades, promueven, inhiben
o modifican algunos procesos fisioldgicos; en condiciones-
normales estas substancias se producen en ciertos tejidos-
de las plantas y pueden ejercer efectos fisioldgicos en lu
gares alejados al de su sintesis, por lo que se les ha con

siderado como fitohormonas,

En arios recientes se ha esclarecido que el creci--
miento de las plantas estd controlado por varios tipos de-
hormonas, espec{ficamente por auxinas, citocininas, gibere
linas y etileno y que se modifica después por algunos inhi
bidores naturales, como fenoles, flavonoles y dcido absici

co,

Debido al gran interés tanto cientifico como agri-
cola de los reguladores del crecimiento de las plantas, la
literatura al respecto es muy abundante, y se hace necesa-
ria una recopilacidén de la informacidén hasta ahora muy dis

persa.

Ya que el trabajo de sintesis de citocininas que -
se ha hecho es menos extenso gque el que se ha realizado --

con auxinas y es no menos importante, se ha recopilado en-



este trabajo la informacidén existente hasta la fecha sobre
estas fitohormonas y se intenta que sea de utilidad en las
investigacicnes posteriores, especialmente en el aspecto -

de sintesis de citocininas,



CAPITULC I
GENERALIDADES.

Dos procesos contribuyen al crecimientc de las ——-
plantas: la divisidén y el alargamiento celular. En la ma-—-
yor parte de los Srganos ambcs procesos estdn presentes en
regicnes definidas. ma re;idén de divisidén celular recilbe-
el nombre de meristemo, mientras que una regidén de alarga-—

miento celular se conoce ccmo zona de elongacidn.

Jos meristemos poseen una segunda rfuncidn ademds -
de la produccidén de células nuevas; esta funcidn es la de-
proporcionar su forma al drgano. Si las células se dividen
sin regulacidén, se forma un callo, de aqui que en un meris
temo la divisidn estd regulada de manera que la forma y el

funcionamientc correcte del érganc estdn aseguradas.

Si hacemos un corte transversal en la raiz (Fig. -
1), primero encontramos la cdpsula de la raiz, luego 2l me
ristemo el cual proporciona la forma y las células nuevas-
a la rafz luego viene la zona de elongacidén en la cual es-
tas nuevas células aumentan su tamaiio. Finalmente las célg
las se diferencian, cesa la elongacidén y se unen a las cé-
lulas maduras, lus cuales forman el volumen de la raiz. Bl
tallo tieme un arreglo similar, con la diferencia de que -
tiene ademds un meristemo subapical (no presente en todos-

los tallos) el meristemo apical determina la forma del ta-
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Fig. 1. Diagrama simplificado de la regién de crecimiento-

de una rafz en un corte transversal.



llo y proporciona algunas células nuevas; el meristemo sub
apical produce gran nimero de células nuevas para el tallc
en desarrollo. Ia longitud del tallo estd determinada por-
la actividad de este meristemo subapical; cuando este me--
ristemo no es normalmente activo, se forma una planta ena-
na. Las células producidas por estos dos meristemos, se —-

alargan y finalmente se diferencian.

Ia accidén de las fitohormonas estd localizada prin

cipalmente en la regidn meristemdtica:

ILas auxinas cuyo representante natural es cl dcido
indol acético, inducen la elongacidn celular en los renue-

vos (1) y mediante este efecto promueven el crecimiento.

las giberelinas estimulan la divisidn celular, la-
elongacidén celular o ambas y sus efectos varian de drgano-
a érgano y de planta a planta (2) pero su efecto mds pro--
nunciado es su habilidad para aumentar el crecimientc del-
tallo; este efecto sirvid para aislar por primera vez el -

dcido giberdélico.

Las citocininas promueven la divisidn celular en -

células de origen vegetal y producen muchos otros efectos-
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de los cuales se hablard detalladamente.

Las auxinas exdgenas estimulan a los tejidos vege-
tales para que produzcan etileno (3), que ha sido conside-
rado también como fitchormona:; es posible que otros regula
dores de crecimiento actden en las plantas teniendo al eti

leno ccmo intermediario,.

Los inhibidores del crecimiento inhiben o retardan
un proceso fisico o bioquimico en las plantas (4) y pueden
ejercer diferentes acciones; por ejemplo, pueden inhibir -
la produccidén de auxinas o de giberelinas (5). El dcido ab
sicico o dormina es uno de los inhibidores mds importantes

y mds ampliamente distribuidos en las plantas (6).



CAPITUIO II
CITOCININAS Y ACTIVIDAD CITOCINETICA.

Las citocininas comprenden un grupo importante de-—
reguladores de crecimiento y son respomsables de la inicia
cidén de la divisidn celular (7). La primera citocinina des
crita fu€ la cinetina (6-furfuri1amino purina), un produc-
to de degradacidn de una preparacidén de 4cidos nucléicos -
descubierta durante estudios de cultivos de tejidos. Ia —--
primera citocinina natural descubierta fué la zeatina (8)-
pero se han aislado después otras muchas substancias rela-
cionadas de una gran variedad de extractos y jugos vegeta-

les.
1l Cinetina,

Aungue ya en 1892, Wiesner (9) sugiridé la existen-
cia de una substancia promotora de la divisidén celular y -
en 1900 Haberlandt (10) proporciond evidencias experimenta’
les de la existencia de esta substancia promoviendo la di-
visidn celular en tubérculos de papa mediante extractos —-
del tejido vascular y de células dafiadas; no fué sino has-
ta 1941 en la Universidad de ¥Wisconsin que con el estudio-
de cultivo de tejidos se inicid una serie de investigacio-

nes que culminaron en 1950 con el descubrimiento de la ci-

netina (I).



En 1941, J. Van Oberveek (11l) informd que el agua-
de coco contiene un factor gue estimula el crecimiento de-
embriones en cultivo de tejidos, pero los intentos por ais
lar esta substancia fueron infructuosos (12). Se observd -
posteriormente que la levadura de cerveza (13) promueve -—-—
también la divisidn celular y se logrd extraer con muy ba-
jo rendimiento la substancia activa que tenia propiedades-

de purina.

Con estos antecedentes se buscaron nuevas fuentes-
de purinas y eventualmente una muestra de DNA, tuvo una ac
tividad extraordinaria (14) y posteriormente Miller (15),-
por calentamiento de DNA, logrd extraer la substancia acti
va: cristales de férmula empirica CjpHgNs0, anfdtero con -
pKe de 4 y 10, absorcidén en el U.V, de 268 nm e hidroliza-
bles mediante 4cidos. ILa hidrdlisis del producto produjo -
adenina y 4cido levulinico que se supuso provenia de la —-

deshidratacidén de una pentosa.

El IR del producto original didé una banda a 1250 -
cm"1 indicando unién éter, por lo gue se propuso un anillc
de furano. Ya que el producto original no tenia C-metilo,-
y no absorgia hidrégeno ni reaccionaba con anhidrilo malei
co, se pensé en un anillo furanoico con un grupo amino en-

posicidn alfa, que estabiliza a los anillos furanoicos —--



grandemente .,

La precipitacién del producto con nitrato de plata
¥y la no acetilacidén del grupo amino en posicién 6, lleva--—
ron a la conclusidn de que la estructura de la cinetina —-
era la que se muestra I. Esta estructura propuesta por —---

Miller (13), fué comprobada por sintesis en 1955.

4
" 7
2\N a8
3 9

2 Actividad citocinética.

Se piensa que las citocininas naturales se sinteti
zan en las raices y se mueven a las otraes partes de la ——-
planta a travéds de la corriente de la transpiracidn (16);-
la multiplicidad de sus efectos bioldgicos, nos han lleva-
do a clasificarlos de una manera semejante a como lo hace-

Fox (17), bajo los siguientes grupos:

1) Divisidén celular.



2) Alargamiento celular.

3) Induccidn de la formacidén de dSrganos.
4) Ruptura de la dormancia.

5) Térdida de la dominancia apical.

6) Aumentc en longevidad de tejidos y drganos,
1) Divisidén celular,

En estudios detallados de la mitosis, Das y Gut——-
man (18, 19) han encontrado que la cinetina en combinacidén
con el £cido indol acético induce la nmitosis seguida por -
la citocinesis. Se ha informado el aumento de la divisidn-
celular en varios microorganismos (20, 21, 22) y en anima-
les superiores (23). As{ mediante la divisidn celular, las
citocininas estimulan el crecimiento de les hojas (24) y -

aumentan el crecimiento del tallo en las plantas,

2) Alargamiento celular.

Foco después de las primeras observaciones del ---
efecto de la cinetina en la divisidn celular, Miller (13),
Kuraishi (25) y Scott (26, 27) informaron que este compues
to y algunos de sus andlogos con actividad en la divisidn-

celular, producfan alargamiento celular en hojas etioladas

provocando asi un aumento en el tamaiio de las hojas. Este-

b §



10
efecto no se puede aumentar con auxinas.
3) Induccidn de la formacidén de Srganos.

En condiciones apropiadas, ciertas variedades de -
cultivos de tejidos responden a las citocininas con la for
macién de drganos. Este fendmeno fué observado primeramen-
te por Skoog (28) y Miller (29) en estudios de antagonismo

en cultivos de tallo de tabaco.

En el sistema del callo de tabaco (30), en un ni--
vel en que la cinetina y el 4dcido indol acético se encuen-
tran en una proporcién determinada, el tejido crece como -
un callo amorfo no diferenciado. Aumentando la proporcidén-
de cinetina con respecto a la auxina se forman brotes, los
cuales pueden transformarse en tallos y finalmente en plan
tas completas bajo las condiciones adecuadas. En el caso -
contrario en el que disminuye la proporcidén de cinetina --
con respecto a la auxina, aparecen las raices. Este ejem--
ple de contrcl exdégeno de diferenciacidén tiene una conside
rable importancia en el campo de la morfogénesis y su con-

trol en las plantas.

BEn casi todos los casos reportados, la aplicacidén-

de citocinina exdgena es mortal para la iniciacidn y la --
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elongacién de los ejes principales de la raiz (14, 31, 32,
33, 34); otro aspecto interesante es que en ciertos casos-—
las citocininas estimulan la formacidén de raices laterales
a la misma concentracidn a la que inhiben el crecimiento -
de los ejes principales (31, 35), aunque inhiben la elonga
cién de las raices primarias promueven un aumento en su --
didmetro (30) y también inhiben la formacidén de rafces ad-
venticias (36). Se ha encontrado que las citocininas, esti
mulan la formacién de los Srganos femeninos en algunas es-

pecies de plantas (37, 151).
4) Ruptura de la dormancia.

En las semillas de lechuga, en el clavel blanéo y-
en el pasto (38), las citocininas pueden sustituir el re—-
querimiento luminoso necesario para romper la dormancia —--
(39, 40, 41, 42). Asimismo la germinacidén del gladiolo se-
puede promover mediante almacenamiento en frio y por trate
miento con benciladenina (43) y la cinetina en combinacidn
con i1uz roja invierte el efecto de ciertos inhibidores de-
la germinacidn de semillas como la cumarina y la xantatina
(44). E1 miemc efecto fué observado por Haber (45, 46) en-
semillas de lechuga irradiadas con rayos gamma en 1las que-
la mitosis se retrasd mds que la expansidén celular, en es-

te caso fué posible mostrar que la germinacidén inducida --
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por cinetina va precedida por actividad mitdtica.

Ia regulacidén de la germinacidn por las citocini--
nas puede tener importantes implicaciones ecoldgicas (47);
por ejemplo, las semillas de la planta Striga Asidtica ger
minan en respuesta a las secreciones de la planta que las-
hospeda o a la cinetina (48) como se ha demostrado la pre-
sencia de substancias con actividad citocinética en exuda-
dos de raiz_(49) parece probable la intervencidn de las ci
tocininas en la germinacidn de semillas bajo condiciones -
naturales. Ademds las citocininas rompen la dormancia en -
otros érganos de plantas incluyendo los brotes en reposo -
de Hydrocharis (50), Vitis vinifera (51), café (53), abe--

dul y sicomoro (52).
5) Pérdida de la dominancia apical,

Las citocininas contrarrestan la dominancia usual-
del brote apical (54, 55, 56, 151); la causa de este efec-
to no es clara, aparentemente estg relacionada con la ac--
cién de las citocininas en la diferenciacidn del tejido --
vascular, la interaccidén entre citocininas y otros regula-

dores del crecimiento en este sistema no se conocen,

6) Aumentoc en longevidad de tejidos y drganos.
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Alteraciones en el metabolismo, la actividad enzi-
mdtica, el contenido de dcidos nucleicos y la movilizacidn
de materiales orgdnicos e inorgdnicos producidos por cito-

cininas, medifican la longevidad de tejidos y drganos.

En 1957 Richmond (57), demostrd que la cinetina re
tarde la senectud disminuyendo la degradacidén de proteinas
y clorofila. Otros estudios (58) demuestran que las citoci
ninas promueven ademds la sintesis de proteinas (59, 69, -
151), de dcidos nucleicos (60), tiamina, l{fpides, almiddén-
y clorofila (61, 62, 57, 63, 150).

Se ha demostrado también que las citocininas aumen
tan la respiracién (64), los azicares reductores en las ho
jas (65, 66) y provocan un aumento en la actividad de algu
nas enzimas como la ribonucleasa (67) y las enzimas que ca

talizan la carboxilacién durante la fotosintesis (68).

El transporte de varias substancias se ve afectado
tor citocininas: se ha encontradc un paralelismo entre la-
transpiracién estimulada por citocininas y la divisidn ce-
lular inducida (70, 71, 72, 73); aparentemente la cinetina
no se degrada en las hojas y cuando se aplica en un drea -
dificilmente se mueve de ahi (74), en este lugar se ccncen

tran los aminodcidos (75), probablemente esto estd relacio
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nado con la capacidad de células jdévenes, tejidos de ereci
miento y d6rganos de almacenamiento para retener substan—-—-—
cias solubles y de bajo peso molecular en estudios relacio
nados pueden revisarse en las referencias (58, 61, 76, 77,

78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 226).

3 Citocininas naturales.

Inmediatamente después del descubrimiento de la ci
netina, varios investigadores empezaron a buscar las subs-
tancias responsables de la divisidn celular en los vegeta-

les.

Goldacre (88), hizo extractos de manzanas dos sema
nas después de la polinizacidén en un tiempo en el gque el -
crecimiento era por multiplicacidén celular y cuando la con
centracién de factores de crecimiento debia ser dptima, se
reveld la presencia de un factor de crecimiento, el cual -

no pudo caracterizarse quimicamente.

En 1963, Letham (8) aisld una citocinina de las ma
zorcas del maiz, a la que le did el nombre de zeatina. Se-
propuso la estructura II (89), que fué confirmada poste—-—-—

riormente por Miller (90, 91).
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“\\:l /ﬂ’ II

La zeatina se ha aislado de espinacas, chicharos -
y ciruelas (92), de semillas de calabaza (93), de la savia
de girasoles (94), de las hojas y de la savia de Heliantus

annus (95, 96).

Nitsch (97), aisld de la savia de uvas una citoci—'
nina que parecid ser un nucledtido de la zeatina, esto fué
confirmado por Skene (98) y sugirid que esta puede ser la-
forma soluble en agua en la cual circulan todas las citoci

ninas,

Tanto el nucledsido como el nucledtido de la zeati
na se encuentran ampliamente distribuidos en hongos (99) y
rlantas verdes (100). La ribosa de la zeatina por ejemplo,
estd presente en la leche de coco (101), como componente -
del RNAT, en savia y en hojas de Heliantus (95), se ha ais

lado como el factor de divisidn celular mds abundante en -

tumores de Vinca rosea (102, 103); en savia de sicomoro —--—
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(104) y también se ha encontrado como producto metabdlico-

de Rhizopogon roseolus (105, 92).

El fosfato de ribosa de la zeatina (III) se ha ais
lado también de la leche de coco (106, 107, 108), de semi-
llas de sandia (109) y del maiz (96).

En 1967, Koshimizu (110) aislé la (-)-dihidrozeati

na (IV) y la ribosa correspondiente (108), a partir de se-

NH-CH,~C H:C:CH'A’OH
H
3
/ | N
KA
N 111

(e]
(OH),POH,

millas inmaduras de Iupinus luteus,

"
NH=-CH=CH4~CH-CH,OH

N | ' v
§
N

N
|
H
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Cavé en 1959 (111), reportd el aislamiento de togo
lamina, (V) junto con dos alcaloides esteroidales de Ho—--

lorrhena floribunda, cclectada en Togo (Africa).

Monseur y Adriaens (112), publicaron el aislamien-
to de chidlovina (V) y un terpeno a partir de Chidlowia --

Sanguinea.

Haciendo uso del p.f mixto, as{ como de otros da--
tos fisicos, se encontrd gue la togolamina y la chidlovina
eran la misma substancia y que ademds eran idénticas a la-
triacantina (V), la cual fué aislada anteriormente por Be-
likov (113) de Gleditsea Triacantos. Leonard (115) confir-
mé su estructura; este compuesto se ha aislado también de-

las hojas de acacia (114).

El Corinebacterium fascians (56), es una bacteria-

que invade las plantas y produce efectos citocindticos co-
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mo brotes laterales en gran cantidad. Este fendmeno puede-
imitarse con aplicaciones de cinetina sola o en combina—--—-
cién con auxinas; estos hechos condujeron al aislamiento e
identificacidén (117) de 6-(% ¢ -dimetilalilamino) purina --
(VI), cuya existencia natural es de especial interds en ——
vista de su relacidn con la triacantina, su isdémero en 3,-

que es abundante en plantas superiores; este compuesto es-

NH-CHacH=C 7 CH3

CHy

N/ l
|§ j VI
)

H

t4 presente en el RNA de muchos organismos diferentes --—-
(118) como en el pollo, el ternero y el hombre. 3u nombre-
mds popular es 2iP, se ha aislado como su ribonucledsido -
de la Serina (119), y de la tirosina (120) del RNAt, de E.
coli (124), de la levadura y de los hidrolizados de levadu
ra (92, 121, 122, 123). En 1973, Pedersen (125), lo identi
ficd en el agua de mar haciendo uso de la cromatograffa de

gases y de la espectroscopfa de masas,

El factor de divisidn celular que se aisld de célu
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las de Vinca rosea (126), es un derivado de la purina que-
no esta sustituido en la posicién 6 por el grupo amino, si
nce que en esta posicidén presenta un oxigeno. Inicialmente-
Wood, pensdé que era una hexosa de la nicotinamida gue con-
tenia azufre (127, 128), actualmente sugiere que su estruc
twa es 3,7-dimetil-2-metiltio-6-purinona, unido a una glu
cosa (129) (VII); esta substuncia tiene un papcl importan-
te en el crecimiento de células de "crown gall" (130), las
mantiene dividiéndose persistentemente; las células norma-
les no sintetizan esta substancia y poseen un requerimien-
to exdgeno absoluto para purinas 6-sustituidas (129)., =-—-
Miller (102, 103), sugiere actualmente yue este compuesto-

nc es la purinona sino la ribosa de la zeatina.

(0]
»,CH,
J\ | ) VII
CH3S I:l N

Del RUAt de la E. coli se aislaron e identificaron
co1no 6-(3-metil-2-butenilamino)-2-metiltio-9-B-D-ribofura-
nosil purina (VIII), se ha probado que junto con el nucled

sido de la 6-( §.Y-dimetilalilamino) purina es responsable-
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de la actividad citocindtica encontruda en . coli (124).

€
NH—CHTCH:C/ Hy
z S CH;
e |
L‘\'} \ f~/ HOH2C V II

Junto con las citocininas anteriormente menciona--
das, del RNAt se ha aislado la 6-(4-hidroxi-3-metil-2-bute

nilamino )-2-metiltio-9-B-D-ribofuranosil purina (133) (IX).

H
H—N-CHTC=C:C 3
CH,0H
-
CH,$ J\N/ IX
HOH,

la 6-metil y la 6,6-dimetilaminopurinas, se han --
aislado del germen de trigo (134) y posteriormente de RNA-
soluble de E. coli (135), ambas tienen poca actividad cito

cinética (136).
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Ias citocininas hasta aqui mencionadas tienen es--
tructuras derivadas de purinas, sin embargo la marcada ha-
bilidad del agua de coco para producir la divisidn celular
rdpida y desordenada, atrajo la atencidén de los investiga-
dores hacia 1952 (137) y durante el mismo afio se aislé de-
dicho flufdo una substancia que fué identificada posterior
mente ccmo difenil urea (138), la cual en combinacidén con-
un hidrclizado de casefina prcmueve la divisidn celular de-
manera similar al agua de coco entera pero en menor propor
cidén, fué esta la primerac substancia no purinica con acti-
vidad citocindticajactualmente el aislamiento de citocini-

nas naturales continda (102).

4 Métodos de extraccidn y purificacidn,

Ia separacidén e identificacidédn preliminar de las -
bases citocinéticas y sus ribosas se ha llevado a cabo por
cromatografia de gases (139, 140, 141) método que se ha —-
usado para determinar cuali y cuantitativamente la canti--

dad de citocininas presentes en los tejidos.

La extraccidén de las citocininas de las plantas, -
generalmente se lleva a cabo con metanol, etanol o acetona
(98) (70-95%). E1l tejido se macera con el disolvente dejdn

dolo extraer por un tiempo (1C2) y se centrifuga. Bl disol
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vente se evapora a sequedad en el vacio a 40 grados y el -
residuo se resuspende en agua para experimentar o se acidu
la y se extrae con acetato de etilo o éter para remover me.
teriales solubles (como inhibidores y auxinas) (91, 110, -
145), la fraccidn acuosa se lleva a un pH neutro y se reex
trae con butanol (98, 146) para despuds evaporar a seque—-—
dad antes de hacer la solucidn final del experimento (148,

149) .

Ia purificacidn puede llevarse a cabo con resinas-—
de intercambio idnico (56, 146, 147) que se eluyen general
mente con una solucién 2N de amoniaco, se evapora a seque-

dad a 35 grados.

La separacién de componentes del extracto final pu
rificado es por métodos cromatogrdficos, usualmente en pa-
pel o en placa fina (sflica o alimina), estas separaciones
se siguen normalmente por bioensayos de las bandas del cro
matograma para identificar materiales activos por medio de
los métodos descritos anteriormente. 1 siguiente paso 16—
gico en la identificacidn es la espectrometria de masas —-

(104, 142, 143, 144).

5 Citocininas sintéticas,



23

Foco después del descubrimiento de la cinetina, va
rios grupos de investigadores sintetizaron un gran ndmero-
de compuestos andlogos y probaron su actividad citocinéti-
ca, en un intento por dilucidar que partes de la molécula-
eran determinantes de la actividad. Nuchos de estos estu--
dios tuvieron en un principio la finalidad de encontrar un
antimetabolito de las citocininas que pudiera funcionar en
problemas especificos de cdncer. Como resultado de estos -
trabajos de sintesis se han encontrado innumerables com——-
puestos con propiedades de inducir la divisidn celular, es
ta informacidn se analizard en el presente trabajo en el -

capitulo de relaciones estructura-actividad.



CAYITULO IIT
RELACICNES DE ESTHUCTURA-ACTIVIDAD,

Muy poco después de iniciado el trabajo sintético-
para determinar las caracteristicas de la molécula necesa-
rias para la actividad promotora de la divisidén celular; -
se 1llegd a la conclusidén de que la cinetina y las citocini
nas naturales no eran las unicas moléculas con actividad.-
En general se demostrd que la cadena lateral de la cineti-
na podia ser reemplazada con una gran variedad de sustitu-
yentes y esto conservaba o aumentaba su actividad; asimis-
mo se demostrd que la posicidn de los sustituyentes en el-
anillo y que las alteraciones en el nucleo de adenina, ge-
neralmente disminufan la actividad. Con excepcidn de algu-
nos casos notables, como el de difenil urea, todos los com
puestos promotores de la divisidn celular tienen anillo de

purina.

En este trabajo se analizardn por lo tanto, las re
laciones entre estructura y actividad de purinas, ureas y-
ureidopurinas sustituidas. Se ha revisado la informacidn -
existente que se resume en las tablas y que se discute bre
vemente o agrupando las modificacicnes realizadas de la si

guiente manera:
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A) Purinas
6
"‘(I I
N
2 4 8
f‘ 97
H

l.- Variacidén de la cadena lateral.

a) En su longitud

b) En dobles enlaces

c¢) Introduccidén de grupos polares

d) Variacidén en la configuracidén de la cadena-
lateral

e) Sustituyentes ciclicos

f) Heterodtomos en los grupos sustituyentes

2.- Eliminacidén del nitrdgeno de la posicidn 6,

3.- Variacidn de los sustituyentes en el anillo de

purina,

a) Adeninas monosustituidas
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b) Adeninas disustituidas

c) Adeninas trisustituidas

4 .- Modificaciones al anillo de purina,.

B) Ureas

Considerando la fdérmula general R-NH-CO-NH-R' se hi

cieron las siguientes variaciones:

1l.- Variacién del puente -NH-CX-NH-

2.- Variaciones en el sustituyente R cuando R' fué

H o fenilo.

3.- Ureas tri- y tetra- sustituidas.

4,- Variacidn del sustituyente en el anillo bencé-

nico cuando R' fué H o fenilo.

5.- lModificaciones a los dos fenilos en ureas di--

sustituidas.

6.- Efecto de los sustituyentes heterociclicos.
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T.- Ctras variantes

C) Ureidopurinas

1 Métodos para determinar la actividad citocindti-

ca,.

Basdndose en los efectos que producen las citocini
nas en las plantas, se han ideado una serie de bioensayos-
ror medio de los cuales se puede detectar y medir la acti-

vidad citocinética.

a) Crecimiento del tejido calloso.

El experimento mds ampliamente usado, se basa en -
la produccidn de células de tejidos homogéneos como el pa-
rénquima del tallo de tabaco (13). Miller usé piezas de te
Jido calloso, fabricadas en un cultivo de los fragmentos -
estériles del tallo, estos fragmentcs crecieron en un me—-
dio compuesto de sales minerales balanceadas, vitaminas, -
auxinas, glicina, sucrosa (comc fuente de energia y de car
bén) y agar para solidificar el medio de cultivo, al cual-
se afiade la citecinina que va & ser probada; la aparicidn-
de células nuevas visibles microscopicamente despuds de —-

dos semanas indican actividad citocinética; el crecimiento
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méximo se alcanza en 3 o 4 semanas, este aumento en volu--
men es lo que nos sirve para medir la actividad. El creci-

miento del callo es minimo en ausencia de citocininas.

A una concentracidén de 1-15 microgramos/litro, la-
respuesta a la citocinina estd relacionada directamente —-
con su concentracién; a concentraciones mds elevadas, el -
crecimiento va disminuyendo progresivamente. Lste experi--
mento es muy sensible y detecta citocininas naturales a —-

concentraciones de 5X10'11M (171).

Se pueden usar otras fuentes, como el callo deriva
do del cotileddédn del frijol de soya (103, 163); el tejidc-
del floema de zanahoria (164, 165) y el cotileddn del pepi
no (166).

b) Formacidén de brotes.

Los experimentos que dependen del crecimiento del-
callo son muy lentos, por esta razdn hay pérdida de mate-—-—
rial activo durante el perfodo de cultivo. Un experimento-
rdpido, estd basado en la formacién de brotes en el proto-

nema del musgo (167, 168).

¢) Expansidn de hojas.
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Para este experimento se usan hojas de rdbano que-
crecen en la obscuridad (eticladas) y con temperatura y hu
medad controladas; las hojas se cortan en discos de 5 mm -
de didmetro y las muestras se flotan en una solucidn que -
contiene citocininas durante 1-3 dfas a 25 grados en la --
luz, En ausencia de citocininas hay poca expansidn de la -
hoja; la actividad citocinética se mide por el aumento en-

el didmetro o por aumento en el peso de la hoja (169).

d) Retraso de la senectud.

Las citocininas retrasan la desaparicidn de 1la clo
rofila en hojas viejas de ciertas especies si se aplican a
la superficie de la hoja en solucidn (57); esta propiedad-
fué utilizada pronto como biocensayo para detectar citocini

nas (170).

En la prueba original, se almacenaron hojas en con
dicicnes himedas en la obscuridad hasta que comenzaron a -
amarillarse; se cortaron en discos y se pusieron en papel-
filtro hdmedo, unas con citocininas y otras sin ellas, en-
la obscuridad durante 48 horas. Se extrajeron las clorofi-
las con un solvente apropiado (etanol 80%) y se estimd la-

densidad Sptica del extracto a 665 mnm (154). Existe una re

lacidn lineal entre la retencidn de clorofila y el logarit
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mo de las concentraciones de las citocininas entre .5'M a-
50M. Fara este tipo de bioensayo se han usado segmentos -
de hojas de cebada (49); hojas de frijol y avena (156); de
tabaco y de rdbano (147, 157) y de trigo (158).

e) Sintesis de betacianina.

Ciertas'especies del género Amarantus, producen la
betacianina que es un pigmento rojo que se forma sclamente
en la luz. En la obscuridad, las citocininas promueven su-
sintesis, especialmente si se proporciona tirosina en el -
sustrato (159). Esta respuesta ha dado las bases para un -
bioensayo sensible a las citocininas usando Amarantus cau-
datus (160, 161, 162). Su sensibilidad alcanza a concentra
ciones de 3X10-TM y es altamente especifica a las citocini

nas,

f) Prueba de coleoptilo.

Fawcett (158), utilizé este bioensayo para determi
nar la actividad citocinética. En una caja con humedad y -
temperatura controladas, en la obscuridad y durante 24 ho-
ras puso a germinar semillas de trigo. Ayuddndose del mi--
croscopio cortd coleoptilos de tamaro uniforme y midid sus

longitudes, se trataron con la substancia a probar durante

>
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24 horas a 26 grodos en la obscuridad y se midié su longi-
tud nuevamente. La prueba del coleoptilo de trigo depende-
enteramente del alargamiento celular que sufre cuando se -

trata con citocininas (153).

g) Aumento de la transpiracidn,

Iuke (70), encontrd una similitud entre la transpi
racidén estimulada por citocininas y la divisidn celular. -
Cuando se desea conocer la cantidad de material de prueba-
absorvido se tratan las hojas en tubcs de centrifuga cali-
brados con diferentes concentraciones del compuesto & ser-
probado; se transfieren las hojas a tubos de centrifuga ca
librados que contienen agua destilada, en condiciones de -
luz y temperatura contrcladas; la diferencia entre la can-
tidad de agua perdida por ias hojas tratadas y las no tra-
tadas nos d4 una medida de la transpiracidn. E1 tiempo Sp-
timo del experimento es de 48 horas. En la prueba de la --
transpiracidén el rango efectivo para la cinetina es de —--—-
.OOS}E/hl. Ia cantidad de agua transpirada es aproximada--
mente 4 veces mayor en las hojas tratadas que en las no --
tratadas (71). Zsta prueba es mds sensible que la de la re
tencidn de clorofila (152), perc es menos sensible que la-

del floema de zanahoria,
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2 Relaciones estructura-actividad de purinas.

1l.- Variacidn de la cadena lateral. (Ver Tabla -

No. 1).

x-—-Z

a) En su longitud.

Ia adenina (R=H), es un compuesto que presenta ba-
ja actividad citocinética (64, 28), que aumenta cuando la-
adenina se ha esterilizado junto con el medio en el auto--
clave; en cambio cuando se esteriliza por filtracidn en --
frio esta actividad nb aumenta, de aqui{ que se ha pensado-
que la actividad aparente de la adenina se debe a los deri
vados sustituidos en la posicidén N6 que se forman dentro -
del tejido vegetal, con reservas de adenina exdgena (172,-

176).

En general la actividad de los derivados N6 alqui-
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licos de la adenina varfa con la longitud del grupo alqui-
lico (172, 178). La influencia de la longitud de la cadena
se relaciona aparentemente a las propiedades fisicas de la
molécula facilitando o haciendo mds diffcil el acceso a —-
los sitios reactivos de las células (172), estas propieda-
des se modifican marcadamente con la presencia de grupos -

polares (173).

Se ha demostrado en el callo del tabaco que la ac-
tividad de la adenina aumenta con el nimero de dtomos de -
carbono de la cadena lateral hasta un punto dptimo para la
6-pentilaminopurina (R=C5H11) (173) disminuyendo después a
un nivel escasamente detectable para la 6-decilaminopurina

(R=C10H21) (172, 174) (Ver tabla 1).

En la prueba de Kuraishi de discos de hojas de rd-
bano (175) en cambio, la algquilaminopurina mds activa fué-
la de 6 carbonos siguiéndcle en actividad la de 5 y la de-

4.
b) Dobles enlaces.

Ia introduccidén de dobles enlaces en la cadena la-
teral también modifica la actividad (177), probablemente -

debido a alteraciones en la estereoqufmica de la molécula-
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(tabla 1), asi en comparaciones de 6-isocamil purina con =—--
6-( ¥, ¥ -dimetilalilamino) jpurina y otros pares de compues—-
tos relacionados estructuralmente en el experimento del ca
llo de tabaco, se encontrd gue un doble enlace en la cade-
na laterzl aumenta muchc la actividad. Aunque entre la 6--
propil y la 6-alil aminopurina no hubo diferencia aprecia-

ble (172).

La 6-butilaminopurina es mds activa que la 6-croti
laminopurina, esto hace pensar a los autores que la longi-
tud de la cadena lateral es mds importante para la respues

ta bioldgica gque el grado de saturacidn (178).

En un estudio sobre la actividad de los isdmeros -
cis y trans de nucledsido de la zeatina (179), Hall encon-
tré que el compuesto cis fué menos activo que su isduero -
en trans, este hecho fué de interés porque la consecuencia
mds obvia del cambio en la configuracidén geométrica es una
posible distorcidn de la conformacidn en la cadena late---

ral.

Is de particular interés que en la 6-(3-cloro-2-bu
tenilamino) purina y en sus derivudos 9-B-ribosilo, el isd
mero en trans tiene el triple de la actividad del isdémero-

en cis, Se ha demostrado gque el cloro propcrciona una in--
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terferencia estdérica menor que un metilo y por tantc, debe
alterar mencs la conformacidn de la cacena en los ccmpucs—
tos con la ccnfiguracidn trans que en lcs ccmpuestos cis.-
La activided de los compuestos trans ec por 1c tanto mayor

(179).

Similarmente el grupo metilo en el nucledsidc de -
la zeatina ofrece una interferencia estérica menor con el-
metilenc alfa al nitrdgeno que la que proporciona el ———-—

-CH,0H en el isémero cis.

Yrobablemente los requerimentos estéricos para la-
actividad son determinantes como se deduce de los datos an

teriores (Ver tabla 1).

2 l r
L\N ’ ) X1
HOH, o .

c¢) Introduccidén de grupos polares.

Ia ausencia de actividad citocinética de la 6-ben-
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zoil, la 6-furoil y la 6-succinilaminopurinas, llevd a al-
gunos investigadores (180) a pensar que la mera presencia-
de grupos polares en la cadena lateral eliminaria la acti-
vidad, sin embargo se ha demostrado que un grupo hidroxilo
como el de la zeatina, mejora la actividad de la 6-( ), (=-di
metilalilamino) purina, aunque dos grupos hidroxilo como -
en 6-(2,3-dihidroxi-3-metilbutilamino) purina reducen mu--

cho la actividad (172) (tabla 1).

Se han hecho estudios scbre las relaciones de es-—-
tructura actividad en las W-hidroxipolimetilenamino puri--
nas (158) y se ha encontrado que el orden de actividad de-
las alcoxialquileminopurinas en la prueba del coleoptilo -

de trigo, fué C4)05706 (153).

NH-(CH2), O (CH,), CH,

7

k | XII
\\N N

|
H

Si tomamos la actividad de la cinetina como estan-

dard, las series alcoxialquilaminopurinas fueron mds acti-

vas que las alquil y alcanol aminopurines en las pruebas -
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de expansidn celular y la actividad disminuyd gradualmente

conforme la cadena se hizo mds corta.

n pruebas de senectud de hcja de trigo en las al-
canol aminopurinas, la actividad md:ima fué para la cadena
con cinco carbones, idéntica a la de la alcoxialquilamino-
purina de 5 carbones) estoe resultados son sirilares a los
de la prueba del coleoptilo. Zsto es sorprendente cuando -
consideramos la diferencia fundamental en el proceso fisio
1dgico que involucran las dos pruebas. la prueba del coleop
tilo estd basada esencialmente en la expansidén celular; —-
mientras que la prueba de la senectud de la hoja depende -
de la habilidad de las citocininas para restringir la de--

gradacidén de clorofila,

Fn la prueba de la senectud de la hoja, la zeatina
fué notablemente menos activa que la cinetina., Esta dife-—-
rencia puede surgir de la propiedad lipofilica de la cine-
tina., la que facilita la penetracidn en la superficie cero

sa cuando flota en la solucidén de prueba.

Fn la prueta del tallo de tabaco, la cual depende-
de la habilidad de la citocinina para estimular la divi-
sién celular, hay un marcado entre la actividad de los —--—-

miembros 02 ¥y 03 de las alcanol purinas, C4, 05 y C6 mos—-—
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traron una actividad muy elevada superior a la de la cine-
tina, en cambio los compuestos con 02 y 03 son casi inacti
vos, la disminucidén tan marcada ocasionada por el acorta-—-
miento de 04 a C3 sugiere que la longitud de la cadena pue

de ser mds critica en esta prueba.

En las series alcoxialquilaminopurinas, C4 y 05 -
fueron mds activas que C6 pero menos activas que la cineti
na (153). En general, se toma a la cinetina como estandard,
puede decirse que los miembros 04 - 06 de la serie alcanol
adenina fueron mds activos que sus miembros correspondien-

tes en las series alquil y alcoxialquilaminopurinas.

Letham (181), ha hecho estudios sobre la actividad
citocinética de varios N6 purinil amino 4cidos utilizando-
para detectar la actividad el cotileddn de rdbano. ILa acti
vidad de cada 6-purinil amino dcido fué menor gque la del -
andlogo hidroximetilo. Esta diferencia en actividad se ob-
servé cuando el carboxilo estaba en alfa al nitrdgeno exo-
ciclico y cuando el carboxilo estaba en la posicidn termi-
nal de la cadena lateral. Ia esterificacidén del grupo car-
boxilo aumenta mucho la actividad; esta observacidén hace -
surgir la posibilidad de que la oxidacidén enzimética in vi
vo del grupo hidroximetilo de citocininas presentes natu--

ralmente para dar purinil aminodcidos puede ser un mecanis
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mo de inactivacién. La actividad de la NO-purinil-~-fenil-
glicina puede ser una consecuencia de la descarboxilacidn-
para dar 6-bencil aminopurina que es altamente activa, aun

que esta suposicidn no se ha comprobado.

d) Variacién en la configuracidén de la cadena late

ral. (Ver tabla 2).

Se puede asumir que la estructura tridimensional -
alrededor de un carbdn asimétrico en la cadena lateral de-
las citocininas juega un papel significativo cuando el ani
llo de purina se orienta en alguna superficie del sitio re

ceptor.

En 1967 Koshimizu (110), aislé una citocinina opti
camente activa la (-)-dihidrozeatina. De los dos enantidme
ros posibles usando la prueba de retencidén de clorofila, -
se demostrd que un enantidmero era mds activo que el otro-

(182).

Koshimizu concluyd gque los compuestos mds activos-
poseen la misma configuracidn absoluta y el mismo rearre—-
glo de 4 sustituyentes alrededor de un carbdén central asi-
métrico; adenina, un grupo hidroximetilo en R', dtomo de -

hidrdgeno y un sustituyente alquil, aril o arizlquil en -—
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I
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Los enantidmeros ccn coenfiguracidén S son nds acti-
vos que los que tienen configuracidn R (ver tabla 2). En -
los enantidémeros mds activos de las dos series de compues-
tos el sustituyente R' tuvo un sistema de electrones mdvi-
les (par solo). Esto permitid a Koshimizu sugerir que el -
grupo hidroximetil actda como aceptor de puentes de hidrd-
geno, lo que permite orientar la molécula en el sitio de -

accidén, el cual puede estar en el cloroplasto (182).

Tor otra parte los sustituyentes en R'' ayudarfan-
a unir la molécula a través de una unién hidrofdbica a la-
gsuperficie del receptor.

e) Sustituyentes ciclicos.

La actividad de los derivados de la adenina con —-
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sustituyentes ciclicos en ;16 (bencil, ciclohexil, ete.), -
varia también por insaturacidén y por veriacidn del tamaiio-
del sustituyente y grupos poleres. Asi ypor ejemplo, la —-—-
6-fenilanminopurina tuvo la quinta parte de la actividad de
la 6-bencilaminopurina (esta Wltima es la citocinina susti
tufda en el anillo con actividad mayer (Ver tubla 1). Ia -

6-fenilaminopurina fué mds activa que la 6-ciclohexilamino

purina (172).

La 6-ciclopropil y la d6-ciclchexilamincpurinas, —-—
las dos con anillos saturados, fueron menos activas que --
los compuestos con anillos sustituidos, asimismo la 6-(5--
clorofurfurilamino) purina fué mucho menos activa gque la -

cinetina (172).

Pruebas con discos de hojas de rdbano (172), sugie
ren que el cloro en la posicidn orto de las bencilaminopu-
rinas, aumenta la actividad bioldgica, en la posicidn meta
tiene poco efecto y en la posicidn para es altamente inhi-
bidor. Ctros sustituyentes (-OH, -CHy,-NOp, -SO3H, -NHp) -

disminuyen la actividad citocinética (172).
f) Heterodtomos en los grupos sustituyentes.

Los heterodtomos en los grupos sustituyentes dismi
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L)
nuyen la actividad ccmo en el caso del nitrdgeno o tienen-
poco efecto ccmo cuando se reemplaza el oxigeno por azufre

en el furfurilo de la cinetina. (Ver tabla 1).

la 6-(2-piridilmetilamino) purina, la cuzl difiere
de la 6-bencilaminopurina solamente en el intercambio de -
nitrégeno por carbono, tiene un décimo de la actividad de-
la 6-bencilamincpurina: aunque le cinetina y la 6-(2-tenil
amino) purina en la cual el dtomo de oxigeno se sustituye-

por azufre, casi tienen la misma actividad (112).

2.- Eliminacidén del nitrdgeno de la posicidn 6.

NHR
> 7
N/ ;
1
L.
N

No sclamente la cadena lateral en la posicidén NO,-
sinc que el dtomc de la posicidn 6 influye en la actividad

de los derivados de la adenina. (Ver tabla 3).

La l-bencilaminopurina y la 1-(%,%-dimetilalilami-
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no) purina, fuercn inactivas en pruebas donde los deriva-—-

dos de la adenina en la posicidn 1 pudieron ser activados-

para dar una prueba positiva.

3.~ Sustituyentes en el anillo de purina,

a) Adeninas monosustituidas.

Tos derivados monosustituidos de la adenina con un
grupo alquilc o arilo en une posicidn diferente a la N6, -
exhiben actividad citocinética en diferente proporcidén, de
pendiendo de la pcsicidn en el anillo de purina y también-

del proceso de prueba. (Ver tabla 4).

Los primeros trabajoc en este campo informan (183)
que se encontrd actividad citocinética en la l-bencil y en
la 1-(X fi-dimetilaliladeninas, pero recientemente se han -

hecho preparaciones purificadas meticulosumente por proce-
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dimientos en los cuales se minimiza la exposicidn al calor
y se ha encontrado que solamente en concentraciones muy —-

elevadas con activas.

Yara minimizar la ruptura guimica de las substan—-
cias en prueba (183), estas se esterilizan por filtracidn-
y se afiaden al medio después de que este se esteriliza en-
el autoclave y ce le deja enfriur cerca del puntc de gela-

cidn.

Zn un medio que se csterilizd en el autoelave, la-
actividad de las udeninas l-sustituides iguald & la del —-
isdnero NO_ se piensa que las adeninas ¥ sustituides son-
activas bioldégicamente y los isdémeros en 1 pueden ccnver—
tirse a la forma isomdérica en 6 u otra forma activa susti-
tuida en 6 (184). Se ha demostrado gque el proceso de mayor
activacidn involucra intermediarios gue se producen con ——
apertura del anillo y un intercambio de dtomos de nitrdge-

no en las posiciones-l— y N6 (185).

Igual que en adenines 1l- sustituidas, las adeninas
sustituidas en la posicidén 3, scn aparentementc inactivas,
perc pueden convertirse a sus isdmercs correspondientes NO
(186). Asi por ejemplo, la 3~(R,§-dimetilalilamino) puri--

na, mds conocida como triacantina aparentemente es inacti-
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va, su actividad se atribuye a su isdmero en 6 (183) que -
se fcrma al esterilizar en el autoclave ¢ al calentar en -

goluciones de dcidos débiles (186, 118),

Las adeninas sustituidas en 9, también se activa--
ron por conversidén con calor (172) y uediante pruebas com-
parativas se vid que el derivado en 9 se activa méds lenta-

mente que el derivado en 1.

Las pruebas de loc derivados moncsustituides apun-
tzn 2 1a ccnclusidén de que sclamente los suctituyentes en-—
N6 conficren actividad citocindtica a la adenina y que ——-
otros derivados con actividad aparente se convierten a los

isdmeros N6. Ta facilidad de la ccnversidn decrece en el -

orden 1) 323 (172).

Aparentemente los derivados sustituidos en la posi
cidén 7 no fueron activos (114); este comportamiento estd -
de acuerdo con el postulado de la formucidn del isdmero w6
por ruptura y cierre del anillo cuyo ceamino excluye a las-
adeninas sustituidas en 7 como fuentes posibles de la sus-
titucidén N6. Tos derivados sustituidos en posiciones 2 y 8

tanbién son inactivos (172, 114, 187).

b) Adeninas disustituidas.
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Ia adicidn de un segundo sustituyente a una adeni-
na monosustituida generalmente rcduce su actividad, el gra
do de esta reduccidén varia con la naturaleza j posicidén —-
del sustituyente. Tor é%emplo, la adicidn de un metilo en-
la posicidn ¥® de 1a cinetina o de la 6-bencilaminoyurina-

disminuye la actividad 100 veces {172).

Ia N6,7-dibenciladenina ¥y la N6,9-dibenciladenina—
8in embargo, si no se exponen al calentamiento son activas

solamente a concentraciones muy elevadas (ver tabla 5).

ILa 6—bencilaﬁino—9-(2-tctrahidropiranil) purina, -
es extreordinariamente potente en promover la retencidn de
clorofila (188) y es cusi tun activa cowo la 6-bencilamino
purina en prcmover el crecimiento del csllo de tabaco, es-
ta actividad elevada puede deberse a la labilidad del sus-
tituyente en 9, que se ha demostrado por lo mcnos en un ca

so (189) se remueve metabolicamente por el tejido de la --
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planta.

Otros andlogos de las citocininas sustituidos en =
la posicidén 9, ineluyendo les derivados: metil (19c) etil, -~
propil, hidroxipropil (191), ciclohexil, butil (192) de 1la’
6-bencilaminopurina; el derivado metilado de la 6-(4-trans-
hidroxi-3,2-butenilamino) purina (193), el derivadc ciclo-
hexilico de 6—(3—metil-2-butenilamino) purina (194), el dc
rivado cicichexflico de la zeatina (194) y la 9-butilbenci
ladenina (3) tienen también actividad igual o ligeranmente-
menor a la del compuesto padre en los diferentes bioensa--—

yos (189, 196, 197).

Ia faltu relaliva de actividad de la 6~-bencilami——
no-9-ciclohexilpurina (194, 195), puede relaciovnarse a la-
habilidad de los tejidos para remover los sustituyentes de

la posicidén 9 de la purina,

2n las 6-bencilaminopurinas, la adicién de un meti
lo a la posicidn 1 elimina practicamente la actividad mien
tras que la adicién de un bencilo en la nisma posicidn, --
tiene un efecto menos depresivo; la diferencie en efectivi
dad entre los dcs puede explicarse por la facilidau del te
jidc para clininar el grupc bencilo; esta interpretacién -

estd apoyada en que la actividad de la 6-( " ,X-dimetilalila
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mino) purina se elimina cuando el caridn de la cadena late
ral se une a la posicidn 1 para forwsr el compucsto trici-
clico. La l-bencil-6-metilaminopurina rcqueriria un rearre
glo de la posicidn 1 a la posicidn N6 y la Léruida del me-
tilo para tener actividad; como se especraba, este coipuss-—

to practicamente no tienc wctividad.

Ia sustitucidn en la posicidn 3 de un grupo metilo
0 bencilo en la 6-bencilaminopurina, reduce drdsticamente—
la actividad o la elimina y la adicidn de un metilo a la -
zeatina en las posicicnes 3, 7 o 9 d€ compucsstos con acti-
vidad en el tejido de zanahoria en el siguiente orden 339

zeatina )T (193).

Ia metilacidn de la cinetina en la posicidén 8 ---
(198) del anillo de purina, aumentd mucho lia actividad en-
la prevencidn de la senectud de las hojas de cebada; si el
metilo se reemplaza por grupos propilo o butilo, se obtie-

nen compuestos inactivos.
Si se adiciona un grupo amino en la posicién 2 a -
la cinetina o a la 6-bencilaminopurina se retiene algo de-

la actividad en la prueba del callo (180).

Ia sustitucidén de la adenina en posiciones diferen
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tes a la N® tiene varios efecctos cn la actividad, por ejem
plo: la 3-(¢ "-dimetilalil)-7-metiladenina es completamen-
te inaciiva (172), mientras que la 1,7-dibenciladenina y -
la 1,9-divenciladenina scn casi tan activas comc los isdmg
ros N6,7— y N6,9— respectivamente, cuando se calientan en-
la prueba, pero cuando se esterilizan por filtracidn sola-
mente a concentraciones elevadas tienen actividad (172). -

(Vver tabvla 7).

Puede concluirsc entonces que la actividad citoci-
nética elevada se limita a los compuestos N6 sustituidos, -~
aungue sustituyentes en posiciones diferentes a la N6 y —
dar moldéculas activas. Ia sustitucidén adicional en los de-
rivados N6 de 1la purina, baja la actividad en todos‘los ca
sos. 51 las adeninas disustituidas son activas probablemen
te sufren activaciones en el rroceso de prueba, por elimi-

nacién de los sustituyentes en posicidén diferente a la N6-

(172).

5e ha sugerido que la posicidén 1 y tal vez la 3 de
ban estar libres ya gque un segundo sustituyente en las po-
siciones N6, 7 o S disminuyeron perc no eliminaron la acti

vidad.

Hecht (199), sintetizé y midié la actividad citoci
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nética (callo de tabaco) de derivacos de la zeatina y de -
la 6-(%,8-dimetilalilamino) purinaz sustituidos en la posi-
cidn 2 (ver tabla 6). Los derivados de la zeatina fueron -
mds activos gque los de la 2iP correspondientes, estos da—-
tos concuerdan con la ligera diferencia en actividad de --
los compuestos no sustituidos en la posicidn 2. El orden -
de actividad de los derivados de la 2iP y de la zeatina --
fué C1yNHp2CH3S»0H. FEl derivado clorado fué mds activo que

la zeatina.
4.- Modificaciones al anillo de purina.

Se hard referencia en este capitulo, a las muy di-
ferentes modificaciones que se han hecho al anillo de puri
na y a las actividades resultantes (ver tabla 9). La gene-
ralizacién en este caso sgse hace muy diffcil, ya que los —--
trabajos han sido realizados por diferentes grupos y no —-

tienen conexidn entre si.

El reemplazo del -CH de la posicidn 8 por azufre o
nitrédgeno en la cinetina hace que la actividad disminuya -
drasticamente en la prueba del callo de tabaco (172, 174).
En cambio, la azacinetina (XIV), es wds activa que lz cine
tina en el experimentc del tejido de zanahoria (200, 201)-

y ﬁromueve la divisién celular en el callo de frijol de so
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ya (173).

© NZ e XIV
3 9
X=N(X1V),s.

“n estudios que realizd Rogozinska (202), observdé-
que el reemplazo del N por el C en la posicidén 1 del ani--
llo de purina en la cinetina disminuye la actividad 15 ve-
ces mientras que el mismo intercambio de N por C en la ——-
6-(%,"-dimetilalilamino) purina disminuye la actividad 2 -

veces,

£l reemplazo del nitrdgeno de le posicidn 3 por --
carbono, disminuye la actividad 2 000 veces para la cineti

na y 1 CO0O para la 2iP (202).

Como puede verse en la tabla 9 la actividad de los
andlogos 8-aza-l-deaza parece ser del wismo orden que la -
de los andlogos l-deuza, que ¢s muy baja. Los andlogos ——-—
correspcndientes 8-aza-3-deaza son menos activos que la ci

netina (400 veces) y que la 2iP (40 veces).
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Rogozinska (202) encontrd que el rango de concen—-—
tracidn al cual lus ribosas presentan actividad es casi el
mismo que para las bases libres aunque el rendimiento de -
callo de tabaco para el nucledsido andlogo 3-deaza de la -
6-(3-metil-2-butenilanino) purina es muy vajo (ver tabla -

9).

Se ha victo (180) que el intercambio del carbdn 8-
¥y el nitrégeno de la posicidén 7 de la cinetina para dar --
4-furfurilpirazolo (3,4-d) pirimidina (XV), elimina la ac-
tividad completamente (18C). Mds recienterente IMiller (64),
ha encontrado que todos los compuestos pirazolo scn inacti

vVos.

El compuesto XVI, presenta actividad elevada y dd-
un rendimientc de callo de tabaco mejor que el que se Ob--
tiene con la concentracidén éptima de cinetina mientras el-
reemplazo del -NH en 8 por oxigeno o azufre dd compuestos-
inactivos. 3i se pasa.el grupo bencilamino de la posicidn-
8 a la 6 se obtiene un compuesto de poca actividad: el canl
bio del nitrdgeno de la posicidn 6 de este ¥ltimo compues-
to por azufre, se forma un compuesto de baja actividad y -

si se reemplaza por oxigeno pierde la actividad (203).
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Debido a que otro andlogo de la cinetina, 2-metil-
g-g-triazolo (1,5a)-piridina (XVII), mostrd actividad ele-
vada del mismo orden que la del compuesto XVI, los autores
(203) dedujeron que el nitrégeno de la posicidén 7 en los -
compuestos anteriores no estd relacionado con la actividad

citocinética.
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N XVIT

Segin demostrd Torigoe (203), el 4-aminoindol —-—-
(XVIII) y el 4-bencilaminoindol tienen una actividad débil
y esporédica’en el callo de tabaco, El 7-cmincindol y el -

7-bencilaminoindol son inactivos (203).

NH,

] XVIII

XIX \J
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Z1 4(7)-bencilaminobenzimidazol (XX), muestra acti
vidad en pruebas de retencién de clorofila, perc no tiene-
actividad en la germinacidén de semillas de tabaco ni en el

callo de zanchoria (204, 205).

Pozsar (2C6), ha informado que el benzimidazol ---
XXI, posee actividad en las pruebas de retencidn de cloro-
fila; en el crecimiento de hojas: en la sintesis de protei

nas y en la sintesis de betacianina (207).

J~ I
5

T~z

%1 benomil (XXII), muestra actividad citocinética-
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en la sintesis de betacianina en el Amarantus Caudatus ——-

(208).

CONHBu
|

N NHCO  Me
| XXII

Ya que el imidazol (XXIII), tiene una cierta acti-
vidad citocinética, Yamada (209), sugirié que este anillo-
es indispénsable para la actividad y para confirmar esta -
proposicién estudié la actividad de pteridinas sustituidas
en la posicidn 4 (210) que efectivamente son inactivas —--

(XXIV).

l I XXIII
”-—u— N
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= "X
It j XXIV

Otros estudios relacionados, son los de Torigoe —-
(203), quien gintetizd tres andlogos de la cinetina con --
anillo de azanaftaleno. ILa 5-bencilaminoquinoxalina XXV es
activa y dd un rendimiento de callo de tabaco del 50# del-

que es producido por una concentracidn Sptima de cinetina.

Ia 5-bencilaminoquinclina (XXVI) tiene baja activi
dad y dd un rendimiento del 25% del inducido por una con--

centracidén dptima de cinetina. E1l compuesto XXVII es inac-

tivo,
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N CH2_@

\/

XXVI

El sulfato de 8-quinclinol (211), resultado de —--
sustitucién de nitrdgeno por oxigeno en aminoquinolinas no

tiene actividad (XXVIII).

XXVII

XXVITI
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Torigoe (203) demostrd que el alfa tencilaminofta-—
leno (XIX), un andlogo de la cinetina gue tiene un anillo-

de naftaleno no mostrd actividad.

XXIX

Kulaeva (198), ha estudiado la actividad citociné-
tica de varias pirimidinas y ha demostrado que la 4-furfu-
rilamino-5,6-diaminopirimidina (XXX) tiene poca habilidad-
para prevenir la senectud de las hojas de cebada, por ejem
plo, el reemplazo de un grupo 5-amino por un grupo nitro -
d4 lugar a la pérdida de la actividad fisioldgica; mien-—-
tras que la unién de un grupo butirilo o valerillo al ni--
trégeno de esa posicidén d4 compuestos con actividad eleva-
da. Kulaeva ademds observd la pérdida de la actividad con-
el grupo amino benzoilado y cuando los grupos amino 5 y 6-

se butirilaron.
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@cnz—uu

Xy NH; XXX

(N

En la 6-bencilaminopirimidina la introduccién de -
un metilo en la posicidén 6 aumenta la actividad, si se le-
adiciona un -SH u -OH en la posicidén 2, tambidn se deacti-

va el compuesto.

Ademds de las purinas y las ureas, se han encontra
do otros compuestos de diferente estructura que presentan-
actividad citocinética. As{ por ejemplo, el dcido benzotia
zil-2-oxiacético (XXXI), tiene una actividad elevada en el

tejido de zanahoria (200).

XXXI
o

~COOH
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21 hoifolin (XXXII) tuvo actividad citocinética en

hojas de cebada(212) de induccidn de la divisidn celular.

CH =
o
o o
XXXII
o 1
HO OH o
HO OH

Wood (130), encontrd que la teofilina (1,3-dimetil
xantina) tiene actividad mayor que la teobromina (3,7-dime
tilxantina) en la promocidn de la divisidn celular y que -
la cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es inactiva; en otros -

experimentos, Kessler (213, 214) encontrd actividad citoci

XXXIII

nética en la cafefna y en la xantina para la promocidn de-

la sintesis del RNA y de las protefnas.
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En trabajos recientes se ha encontrado actividad -
antitumorosa en la purinil-6-tiona y en sus correspondien-
tes nucledsidos, asi como en algunas purinas sustitufdas -
por grupos aminos en la posicidén 8 como la 8-amino-6-tio--

guanina y la 8-amino-adenosina (227).
3 Relaciones estructura-actividad de ureas.
1l.- Variacidn del puente -NH-CX-NH-

Cualquier variacidén en el puente -NC:WN-, ya sea el
reemplazo del oxigeno del carbonilo en la urea por el azu-
fre, o por N, o el reemplazo de los nitrdgenos de la urea-
por oxigeno (215, 216), produce una disminucidn de la acti
vidad (Tabla 10). As{ las guanidinas, amidas y anilidas —--
son inactivas y las tioureas tienen une actividad modera--

da.

Por ejemplo, se sintetizaron derivados N-alil-N'--
feniltioureas (217) con sustituyentes metil, metoxi, hi---
droxi, cloro, carboxi o N-—(2-cloroetil) trimetil amonio en
el fenil se determind su actividad citocinética en las ——-—
pruebas de preservacidén de clorofila. El aliltioureidoben-
zoato de N-(2-cloroetil)-trimetilamonio fué el compuesto -

mds activo con sustitucién en orto y los derivados clorofe
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nilo en posiciones m y p fueron los mds activos de sus se-
ries respectivas. Ta actividad de los derivados clorofeni-
lo aumentd con la sustitucidén de otroc cloro, el derivado -
3,4=diclorofenilo fué el mds activo siguiéndole en activi-
dad los derivados 2,5 y 2,3-diclorofenilo. Ios derivados -
Ne-glil-N-3-~hidroxi-4-carboxifeniltioureas también tuvieron
ctividad. E1 estimulo del crecimiento en discos de hojas-
2 rédbano por la N-alil-N'-4-metil-5-clorofeniltiourea y -
-fenil-N'-p-carboxifeniltiourea fuf casi tan elevado como

Ll producido por cinetina.

= l NH-é-NH~CH2—CH:CH2

\ N

XXXIV

En pruebas de retencién de clorofila (218), los de
vados N-alilo con sustituyentes A-piridiltiourea, fenil-
>semicarbazida, (2-hidroxi-4-nitrofenil) tiourea y 2-clo

ro-4-nitrofeniltiourea en N' fueron los que presentaron --

mayor actividad citocinética.

Karanov (219), hizo estudios acerca de las relecio
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nes de estructura actividad en varias tioureas, utilizando
para medir la actividad la elongacidn celular en coleopti-
lo y la germinacidén de las semillas de maiz. Ia sustitu---
cidén de un hidrdégeno en la tiourea por el grupo slilo au—-
menté la actividad herbicida pero disminuyd la elongacidn-
celular; la sustitucidén de un hidrdgeno en el grupo amino-
en la aliltiourea, aumentd su actividad y la introduccidn-
de un anillo de€ piridina en el mismo compuesto aumentd su-
activided, el isdémero A fué mds activo que elg . De los —-
compuestos l-alil-3-carboxi fenil) tiourea y los l-alilo--
hidroxifenil) tiourea los isdémercs en orto fuercn los mds-
activos: los derivados l-alilo-3-aminofeniltioureas el isé
mero en para tuvo actividad herbicida y el isdmero en meta
es el mds activo en la elongacidn celular; l-alilo-3-(p-ni
trofenil) tiourea es el compuesto con mayor actividad como
herbicida, exceptuando a la l-alil-3-(o-hidroxifenil) tio-
urea y excede en la elongacidén celular a todos menos al 1-
alil-3-(o-carboxifenil) tiourea. los derivados sustituidos
en meta con amino, carboxilo e hidroxilo no difirieron en-

actividad en pruebas de elongacidn celular.

En otros estudics (228) se encontrdé gque la 2,4,5--
triclorofenoxietiltiourea es méds activa que la 2,4-dicloro

fenoxietiltiourea.
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Starova (229), estudid el metabolismo de las tio--
ureas en las plantas haciendo uso de S3° y encontrd que es
tos estimuladores del crccimiento se descomponen y partici
pan en el metabolismo de las plantas puesto que encontrd -
radioactividad considerable en los amino dcidos y poca en-

los carbohidratos.

Otros trabajos relacicnados con las tioureas pue--—

den ser revisados en las referencias 230 y 231.
2.- Variacidn del sustituyente R en RNHCCNHR'.

Ccmo se muestra en la Tabla 11, si R' es H y R es-
alquilo, el compuesto resultante carece de actividad; el -
compuesto activo de estructura mds simple es la fenil urea.
Si R' es fenilo y R es alquilo, mientras mds dtomos de car
bono tenga R, el compuesto resultante presenta menor acti-
vidad. Siendo la N-metil-N'-fenil urea el compuesto mds ac
tivo. Ios compuestos con anillos y cadenas alifdticas de 5
y 6 miembros no son activos, mientras que la N-ciclopro—---
pil-N'-fenilurea que tiene un anillo de 3 miembros si es -

activa (224).

Como puede verse en la tabla 12, la actividad de -

la N-fenil-N'-metilurea disminuye 75 veces cuando el meti-
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lo se sustituye por un bencilc, de hecho, la presencia de-
un grupo bencilc dd compuestos inactivos, no importando la
naturaleza del grupo unido al otro nitrégeno. Puede verse-
ademds que la separacién de un fenilo del €tomo de N por -
dos grupos metileno como en la N-fenil-N'-2-feniletilurea-

dd un compuesto inactivo, mientras la trans-2-fenilciclo—-

@NH-CO—NH—CH,-cnz@ XXXV

propilurea, posee actividad aunque el grupo fenilo estd se
parado del N por una cadena de dos dtomos de carbono; esta
diferencia puede deberse a transmisiones de efectos elec—-
trénicos a lo largo del anillo de ciclopropilo, lo cual no

sucede en el derivado 2-feniletilico.

@ ' -



67
3.- Ureas tri- y tetra-sustituidas.

Los resultados de la tabla 11 muestran que por lo-
menos un grupo aromdtico es necesario para que una urea —-—
sustituidua tenga actividad, un segundo sustituyente aromd-
tico casi invariablemente aumenta la actividad. Se observa
en la tabla 3 que una tercera sustitucidn en 1los nitrége--

nos disminuye mucho la actividad.

4 .- Variacidn del sustituyente en el anillo bencé-
nico (ver tabla 4). RCEH4NHCONHR', R' es H o -

fenilo,

Ta sustitucién del anillo bencénico en orto dd ge-
neralmente un compuesto menos activo que la sustitucidén en
meta o en para; en general los compuestos meta sustituidos
son mds activos que los para, aunque en muchos casos la di
ferencia es pequeria. Asi por ejemplo cuando R' es H, el de
rivado monometilico meta sustituico es mds activo que el -
isdmero para y el compuesto ortc sustituido es inactivo. -
Cuando R es un fenilo, los tres isdmeros muestran activi--
dad siendo el compuesto meta el mds activo y el orto el me

nos activo.

Los ccmpuestos gue tienen dos sustituyentes dife-—-
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rentes en un anillo, generalmente tienen una actividad in-
termedia entre las actividades de los compuestcs moncsusti
tuidos correspondientes (ver tabla 14), igual que en deri-
vados monosustituidos existe un efecto inhibitoric por sus
titucién en la posicidén orto probablemente debida a alguna
interaccidén estérica (ver tabla 14). Mediante modelos este
reoquimicos puede verse que un sustituyente orto puede in-
teraccionar ccn-el grupo carbonilo, o con el NH mds ararta

do de €1.
5.- Tfectos de la modificacidn de ambos fenilos.

En la tabla 15, puede verse que la inclusidn en el
mismo compuesto de dos fenilos sustituidos dd un compuesto
menos activo gque cualquiera de los derivados N-monosusti--
tuidos, puede decirse entonces, que el efecto de los susti
tuyentes no es aditivo para diferentes anillos. En general
las actividades de los compuestos simétricos raramente al-
canzan las de los derivados N-monosustituidos (215). Por -
ejemplo, la N-3,4-diclorofenil-N'-2-nitrofenil urea es ---
inactiva mientras que la 3,4-diclorofenil urea es 67 veces
mds activa que la 2-nitrofenilureca. Similarmente la N,N'--
bigs-(3-tolil)-urea es menos activa que el compuesto mono--

sustituido,
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En los compuestos 2,4-dimetilfenilo solo 4 de los-
compuestos probados fueron activos, mientras que 9 de los-

compuestos 3,4~ fueron activos,

Los compuestos 4-halofenilo aumentan su actividad-
en el siguiente orden Br<C1l<F, Este orden es también el --
del aumento de electronegatividad y sugiere que la electro
negatividad de los sustituyentes es uno de los factores --
que contribuyen a la actividad que se observa en estos com
puestos, aungue no es el dnico. Puede verse en la tabla --
gue el derivado clorado es mds activo que el nitrado: el -
grupo nitro es mds grande que el cloro, lo que puede ser -

causa de la inversidén de la actividad.
6.- Efecto de los sustituyentes heterociclicos.
Como se vé en las tablas 10 y 11 que los grupos —-—
indolil, quinolil y piridil tienen efectos similares a los

del fenilo en aumentar la actividad de la fenil urea (224).

7.- Unidn de varias moléculas de difenil y fenil -

urea.

Los compuestos formados de fenil urea o de difenil

urea, unidos directamente o a través de un metileno son ——
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inactivos (224).

NH2CON @ @ NH CONH,

NH,CONH CH,

Ia benzimidaxolona es un compuesto inactivo que --

NHCONH,

tiene un puente de urea ciclico en la posicidén 1,2 del fe-
nilo, se piensa que exista predominantemente como su isdme
ro 2-hidroxibenzimidazol. Los tres compuestos siguientes -

tampocc presentan actividad (224).
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@.N:N@NHCONHz
@ NHCONHz

4 Relaciones estructura-actividad de ureidopurinas.

Dyson (222), aisld e identificd del RNAt de la le-
vadura, de la I, coli y de tejido animal a la N-(nebula---
rin-6-ilcarbamoil) treonina (XLIV), como se aisld del RNA-
se pensd que promoveria el crecimiento vegetal, este com—-—
puesto no presentd actividad y Dyscn pensdé que la carga ne
gativa del carboxiloc no lo deja penetrar en la célula y —-
que otra alternativa podia ser que el compuesto (XLIV) no-
tenfa actividad, sino que la actividad la ejerce un produc

to metabdlico,

En la tabla 17 pueden verse las actividades citoci

néticas de varios de estos compuestos.

Se sabe que en casc del fenilo, gque un dtomo de --
carbono que une al anillo con el N6 de la adenina provoca-

un aumento en la actividad y que un puente de dos o mds —--
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carbones reduce la actividad (172). la 6-fenil ureidopuri-

na tiene el 8% de la actividad de la 6-bencilaminopurina -

(223).

COOH
Ho\r// ‘\
c=0
CH N/
N/, ’ IN XLIV
N
HO (o]

En las series N, N'-difenil urea, Bruce (224), re-
porté que la sustitucidn en uno de los fenilos gener@%men-
te dd4 productos con actividad en el orden: meta para orto.
Para las 6-fenilureidopurinas, Mc Donald (223) encontrd el‘
siguiente orden de actividad o-tolilo m-clorofenil p-to
lilo. Asi, a pesar de que la Unica diferencia entre las —-
dos series es el reemplazo del fenilo por un 6-purinilo, -
este reemplazo aumenta la actividad citocinética y cambia-

el efecto del sustituyente del fenilo en la actividad.

Considerando a las 6-fenilureidopurinas como ureas
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disustituidas, debe notarse que la N'-fenil-N-purinil-6-u-
rea es 25 veces mds activa que la N,N'-difenilurea en el -
tallo de tabaco. Ia adicidn de un segundo sustituyente al-
N6 de las jurinas disminuyd drdsticamente la actividad y -
la actividad de los ribonucledsidos estd en el mismo orden

decreciente que las bases correspondientes. (Ver tabla 18).

(223).

5 Comparacidén de las relaciones estructura-activi-

dad en las purinas, ureas y ureidopurinas.

Probablemente la actividad de un compuesto particu
lar depende de comc cumple con un nimero de requerimentos-
diferentes a veces conflictivos y quizds también de su ca-
pacidad para alcanzar el sitio de accidn. Es muy diffcil -
por lo tanto establecer un grupo de reglas para determinar

la actividad de estos compuestos.

Bruce y Zwar (224) han sugerido que aunque las ——-
ureas son estructuralmente muy diferentes de los derivados
de las adeninas, una parte comin entre las dos es la unidn
-N-C-N- de la cual, los derivados de la adenina tienen 4 y
las ureas 1. E1 N amino en las purinas semeja al sustitu--
yente en meta de la fenil urea, En otros aspectos los re--

querimentos estructurales para la actividad parecen ser di
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ferentes en las dos clases de compuestos.

Kefford (215), encontrd una correlacidén entre la -
habilidad para promover la retencidn de clorofila y la ini
ciacidén de la divisidn celular en los derivados de la urea.
E1l puente -NHCONH- y el anillo plenar aromdtico son reque-
rimentos para ambos y 1os cambios en actividad que surgen-
de la variacidn de esta estructura bdsica son similares: -
aunque la comparacidn de actividades de substancias exdge-
nas en tejidos diferentes estdn sujetas a confusidén por -—-
los factores secundarios como la toma, movimiento y metabo
lismo del compuesto;>Kefford piensa que el sitio receptor-
para la actividad citocinética es el mismo en el retraso -

de la senectud y la iniciacidn de la divisidén celular.

En el modelo mas simple, un derivado de urea y un-
receptor en la célula interaccionan y se forma el complejo

(si es activo) iniciando as{ la respuesta.

Se ha postulado que las ureas con un anillo tienen
los elementcs estructurales necesarios para una unidn exi-
tosa y la formacidn de un complejo activo. En aquellos com
puestos activos con dos anillos, puede decirse que solamen
te un anillo se unird al receptor y que el otro anillo ac-

tuard modificando la unidén o la actividad del complejo.
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ILa N-bencil-N-fenil urea es un fuerte antagonista-
de una fenil urea activa como la N-3,4-diclorofenil urea,-
Kefford (215) presume que este antégonismo involucra la --
competencia entre el fenilo de la N-bencil-N'-fenil urea y
el de la 3,4-diclorofenil urea en la funcidn de unidn, por
que la N-bencil urea no es un antagonista. Los efectos an-
tagdénicos de los andlogos orto, meta y para de cloro= y —-
N-bencil-N'-nitrofenil ureas mostraron que el orden de au-
mento del antagonismo fué también el orden de aumento de -
la actividad citocinética de las cloro y nitrofenil ureas.
Asi, para la actividad a través de la sustitucién de un fe
nilo con grupo nitro o cloro, la sustitucién en orto es 1la
menos favorable para la unidén. Este razonamiento estd apo-
yado por las actividades de los derivados de N-l-propil-N'
-t0lil urea para los cuales el propilo no puede estar di--

rectamente involucrado en la unidn.

La formacidén del complejo entre fenil urea y un Tre
ceptor en la célula puede suceder por dos tipos de interac

cidn:

a) Enlace de anillos, involucrando los electrones-

pi.

b) Formacidén de puentes de H por la unidén peptidi-
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ca -NH-CO-.

Ambos tipos de interaccidén, pueden ser afectados -
por la sustitucidén en meta y para al anillo, se esperaria-
que influencien el potencial del puente de hidrdgeno. la -
inhibicidén de actividad observada por los sustituyentes en
orto mds parece ser estérica y que previene a la molécula-
de fenil urea de ‘tomar la conformacidn necesaria para el -

receptor.

Los efectos inhibitorios de la sustitucidén orto de
las fenil ureas son aplicables a algunas ureidopurinas —--
(223). Esto puede sugerir que los derivados de fenil ureas
efectian su actividad proveyendo de un sustituyente en N6—
para una 6-aminopurina. No obstante las relaciones estruc-
tura actividad encontradas para las ureidopurinas no son -
paralelas a las encontradas para ureas sustituidas. Por —-
ejemplo Mc Donald (223), encontrdé que las 6-fenil-ureidopu
rinas mostraron un orden decreciente en actividad o-tolilo

m-clorofenilo p-tolilo, el cual contrasta con el or--

den: m-clorofenilo p-tolilo o-tolilo (224).

Las citocininas derivadas de la urea y las deriva-

das de la purina tienen los mismos efectos regulatorios --

sobre una variedad de procesos de desarrollo, sugiriendo -
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que actyan en el mismo sitio de la célula. ®sta posibili--
dad estd apoyada por los efectos de los antagonistas de la
bencil urea en la actividad citocinética y por el hecho de
que la interaccidn de las citocininas derivadas de purinas
y ureas con el sitio primario para la induccidn de la divi
8idén celular puede requerir predisposicidén metabélica de -

ambos tipos de moléculas (232).

Tas investigaciones de relaciones de estructura-ac
tividad cde las citocininas pdricas (223, 181, 225) no han-
dado una definicidn de los requerimentos para la actividad
que ayuden a especular las relaciones estructura-actividad
para las citocininas ureicas o la naturaleza del sitio re-

ceptor.

Miller (64) seriald hace algunos aios que las ureas
sustituidas, muy bien pueden ser utilizadas por las célu--
las como precursores de andlogos de la cinetina en vista -
de la relacidén metabdlica entre el anillo de purina y la -
urea, esto es, que la célula generalmente construye el ani
llo de purina incorporando una molécula de didxido de car-
bono en la posicién 6 y Miller pensd que la difenil urea o
algunos de sus derivados podrfan proporcionar el carbén pa
ra esta posicidén dando como resultado un anillo de purina-

con un grupo fenilamino.



Tabla 1. Actividades relatives de adeninas N6-sustituidas—

expresadas en concentraciones (PM).

H=-N-R

N ]

A
B

R Resp. Max. Bioensayo Ref.

detec. Rend.

H 200 800 Callo Tabaco 172
metilo 100 200 " " 172
propilo .02 5 " i 172
pentilo .001 oL " " 172
decilo 25 125 " " 172
bencilo 8x10~4 7%10™2 " " 172
ciclohexilo sx10™r  12.5 " " 172
fenilo 4x1073 5x107% " " 172
ciclopropilo 1x10~L 2 " " 172
furfurilo 1x1073 1x107% " " 172
2-piridilo .02 9 " " 172
2-tenilo .004-2 el " " 172
5-clorofurfurilo 2X10 5X10 " u 172

2,3-dihidroxi-
3-metilbutilo od 245 " " 172
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4-hidroxibutilo 10—3 Callo Tabaco 172

furfurilo .001 A " n 172

furfurilo 107 107t Coleoptilo 158

ribosilo 2«5 25 Callo Tabaco 172

etiletoxi 1073 " " 158

etilfenoxi .02 9 v " 158

«-fenilglicina ~ inactiva " 4 172

‘=hidroximetil- 5 -1

r~metilalil 10 10 Coleoptilo 158

trans-"-hidroxi

metil-"-metilalil .0005 9 Callo Tabaco 172

2-hidroxietilo 1074 251071 Coleoptilo 158

3-hidroxipropilo 1074 2 " 158

4-hidroxibutilo 1074 .2 " 158

5-hidroxipentilo 10~% .2 " 158

¥=hidroximetil- -6

s-metilalil 10 2 Senectud 158

furfurilo 10~6 .2 " 158

o-hidroxietilo 103 2 " 158

3-hidroxipropilo 1073 .2 " 158

A-hidroxibutilo 10”4 .2 " 158

S-hidroxipentilo 10™% .2 " 158

6-hidroxihexilo 10~% .2 " 158

3-metil-2-buteni

lo .001 .02 Callo Tabaco 172

o'/ -dimetilalil 004 .02 " " 172

. "-‘g!u o

alil .05 .5 " " 172 &,@m.,;b}
v./:;;»?;s L
| A s 2
\\Q; Jib

e w &

QUG
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isoamilo .004 ol Callo Tabaco 172

Trans-4-hidroxi- ;
J-metil-2-buteni -4 ot
1o 3X10 1.5X10

201
3-metil-2-buteni ik 2
1o 5X10 3X10 " " 201
cis=-3-cloro-2-bu -4 2
tenilo 1X10 4X10 " " 201
3-metil-butilo  5X1073 5X102 " " 201
Trans-3-cloro-2- )
butenilo .001 4X10 " " 201
3,3-dimetilbutilo 1X1072 5X10™2 n " 201
2-bromo-3-metil- -2 3
2-butenilo 3X10 110 " " 201



Tabla 2, Efecto de adeninas N6—alquil y arialquil sustitui
das opticamente activas en retrasar la ruptura de clorofi-

la en hojas de cebada.

Indices de - Concentra
R! Rt Preservacidn cidn
de clorofila Moles/l

-3

~CH,0H ~CH(CH,)CH, 60 10
-3

~CH(CH,)CH, —CH,0H 40 10
-3

~CH,0H ~(CH, )SCH, 99 10
~(CH, ) 5SCH, ~CH,OH 70 103
H ~CHC (CH,0H)CH, 130 1074
-3
~CH,OH ~CH,CH(CH, )CH, 115 10 :

~CH,CH(CH;)CHy  ~CH,OH 5 10
~CH,0H -Ph 120 1073
—Ph ~CH,OH A 65 1073
~CIL,0H ~CH,Ph 120 1073
-3

~CH,Ph ~CH,OH 25 10
—CH -Ph 100 1073
3 -4

-Ph ~CH, 99 10

H -Ph 100 104
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El indice O corresponde a secciones tratadas con aguz y el

indice 100 corresponde a secciones tratadas con cinetina.

1072 M.



Tabla 3. Actividades relativas de purinas sustituidas en -

" la posicidén 6, dadas en ccncentraciones.

R Concentracién (yM)

Resp. Detec. Max. Rend. Bioensayo Ref.
§,0-diretilaliltio L1 2.5 Callo Tabaco 172
3-metil-2-butenilo inactivo " H 172
metilo inactivo " " 172

bencilo inactivo L " 172



Tabla 4. Actividades relativas de adeninas moncsustituidas

en las posiciones 1,3,9 y 7.

H-N=H
5 7
IN/’ I lN
8
Qk\N 4 19
H
Sust. en N1 Concentraciones Bicensayo Ref.
3-metil-2-
butenilo .00028/ M 550 Callo Tabaco 172
bencilo .004a s g " " 172
Sust. en N3
3-metil=-2- £ £
butenilo «D 2.5 o u 172
bencilo af 12.5% " " 172
furfurilo 10% 1002 " " 172
alilo inactiva L " 172
metilo 1 ppm Zanahoria 193
Sust. en C7
3-metil-2- 7.8
butenilo SPM 25-* Callo Tabaco 172
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metilo 1 ppm Zanahoria 1383
Sust. en N9

J-rmetil-2-

butenilo 2,52 62,5%5% Callo Tabaco 172
metilo 1 ppm Zanahoria 193

a esterilizada por autoclave

f " en frio



Tabla 5, Actividades relativas de adeninas N6,9—disustitq1

das.
Rl R2 conc. Peso
dptima  fresco bioensayo ref.
bencilo glucosilo
bencilo butilo 10-6 M 3000 Frijol Soya 161
bencilo H 10'6 M 2500 " " 161
bencilo ribosilo 1070 M 2300 " no161
bencilo metilo 107° M 1700 " " 161
furfurilo H 10w 1600 " no161
Densidad Sintesis de
Sptica betacianina
vencilo  butilo 107" .8 " 161
bencilo H 10°° M 1.4 " 161
furfurilo H 1072 n 7 " 161
Resp. Max.
Detec. ltend.
3-metil-4-
hidroxi-2-
butenilo ribosilo .01/ < 1p Callo Tabaco 201
J-metilen=2-

butenilo ribosilo 01 W ad: W i L 201



Trans—-3-cloro-
2-butenilo ribosilo

Cis-3-cloro-2-
butenilo "

3-metilbutilo "

3,3-dimetil-
butilo L

2-bromo-3-me
til-2-buteni

10 un

bencilo bencilo

furfurilc ribosilo

3-metil-2-

butenilo e

bencilo 2-tetrahi-
dropirani-
lo

3-fluoro~ 2-tetrahi

bencilo  dropirani
1o

3-metil- 2-tetrahi

2-buteni dro pira-

1o nilo

§ -hidroxi H

netil

¥-metilalil

3-metil-2- H

butenilo

bencilo 2-tetrahid

piranilo

87

.004 M

.01 "
.02

.01

.06
ol
.001

.01
IRC
80

75

Resp.
Detec.

ro

.05 M Callo Tabaco

'05 11 " "

.05

10 Retencidn de
clorofila

10 [}

Max.,
Rend. ICR Dbioensayo

50 75 R.C.

10 48 R.C.

50 33 R.C.
A,P;

10 17 C.R.

201

201
201

201
201

172
172

172

194

194

194

194

194

194
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3=fluoro- 2-tetrahidro

bencilo

3-metil-
2-buteni
lo =

3-metil-
2-buteni
lo -

3-metil-
2-buteni
lo &

3-metil-
2-buteni
lo

piranilo

me toxi-meti-
1o

ciclohexilo

R.C. retencidn de clorofila

10

10

10

10

10

19

14

12

11

ICR indice de retencién de clorofila

A.P, aumento en peso (mg)

C.R. cotileddn de rdbano

C.R.

194

154

194

194

194



Tabla 6. Actividades citocinéticas de 2,N

6

-adeninas disus-

tituidas y adenosinas, ccncentracidn en}Lm, callo de taba-

co.

Compuesto

Zeatina
2-cloro-zeatina
2-amino-zeatina
2-metiltio-zeatina
2-hidroxi-zeatina
2iP

2-cloro-2iP
2-amino-2iP
2-metiltio-2iP
2-hidroxi-2iP
2iPA

2-amino-2iPA
2-metiltio-2iPA

2-hidroxi-2iPA

Concentracidn

Resp. detectable

2x10~4

1x10~4
5x10~4
1x10-3

5%10™2

5x10~4
5x10~4
2x103
2x107>
43102

1x10™°

7x10™3
3X10™2

131072

Max. Rend.

2X10™2

75103
251072

4510~2

5x10~1

3x10~2
3X10™2

1x10~t

1x107%
ax10™t
4x107%
4x107%
1

2X10™



Tabla 7. Actividades rclativas de adeninas disustituidas.

Compuesto Resp. Hax. Bicensayo Ref.
Detec. Rend.

1,7-dibenciladenina .1 25% Callo Tabaco 172
st o5t ! ! 172

1,6-dibenciladenina .Sa'f 12.5a’f " 4 172

6-metil-l-benciladenina 12,5 62.5 " " 172

1,9-dibenciladenina g% z,5° " " 172
2,57 25T



Tabla 8, Actividades relativas de adeninas trisustituidas.

Compuesto Resp. lMax. Bioensayo Ref.
Detec. Rend.

6~-(3-metil-2-butenilamino)-
2-metiltio-9-B-D-ribofurano
8il purina .005 .7 Callo Tabaco 124

6-(3-metil-2-butenilamino)-
9-B-D-ribofuranosilpurina .005 o L " 124

6—-(3-metil-2-butenilamino )~
2-metiltiopurina .002 " " 124

6-(3-metil-2-butenilamino )-
purina .0001 u u 124



Tabla 9, Actividades relativas de compuestos con anillos -

de purina modificados.

R X Y Resp. Max. Bioensayo Ref.
Detec, Rend.

bencilo N N .02 «O'M Callo Tabaco 172
furfurilo N N .1 mg/l 1 mg/ml “anahoria 200
furfurilo N N A bm 2 vH Callo Tabaco 172
furfurilo S N inactivo 172
furfurilo N CH inactivo 180



Tabla 10. Concentraciones en partes/lo6 a las cuales las -
fenil ureas y tioureas sustituidas de fdérmula general -—-

RNHC KNH C6H5 mostraron actividad detectable.

R X=0 X=

H 75 n.a
n-propilo 33 n.a
bencilo n.a n.a
fenilo 0.5 33
2-tolilo 33 50
3-tolilo 0.6 20
4-tolilo 20 n.a
2,4-dimetilfenilo n.a n.a
3,4-dimetilfenilo 3 _20
3-fluorofenilo <l <20
2-clorofenilo 33 n.a
3=-clorofenilo 0.1 33
4-clorofenilo 0.1 n.a
3,4-diclorofenilo 3 <20
3-nitrofenilo 0.1 10
3-etoxifenilo <1 - 33
2-piridilo 3 33
3-piridilo 1 33
4-piridilo 0.3 67
3-trifluorometilfenilo <20 33

n.a no activa.



Tabla 11. Concentraciones en par,tes/106

a las cuales las -
ureas sustituidas de fdrmula general RNHCUNHR' mostraron -

actividad detectable.

R R'=H R' = C6H'5
metilo n.a 1
etilo n.a 10
l-propilo n.a 33
1-butilo ' n.a 67
l-dodecilo n.p n.a
alilo n.a 33
bercilo n.a n.a
fenilo 75 0.5
ciclopropilo n.p 33
trans-2-fenilciclopropilo n.a 2
ciclohexilo n.a n.a
l-naftilo 10 67
2-naftilo n.a 10
2-piridilo 13 3
3-piridilo n.a 1.
4-piridilo n.a 0.3
5-indolilo 33 3
5-quinolilo n.a 1
furfurilo n.a n.a
N-morfolinilo n.a 67
prentafluorcfenilo n.p 20

n.a no activa n.p no se probd



Tabla 12. Concentraciones en partes/106 a las cuales las -
ureas N,N' disustituidas y N monosustituidas; N,N! disusti

tuidas mostraron actividad detectable.

Compuesto Concentracidn
Fenil urea 75
N,N-difenil urea n.a
N-fenil-N,N'-dimetil urea n.a
N,N-difenil-N'-metil urea n.a
N,N-difenil-N',N'-dimetil urea n.a
N-fenil-N-metil,N' hidroxi urea n.a
N,N-difenil-N',N' dietil urea n.a
N,N' -difenil urea 0.5
N,N'-difenil-N'-metil urea ‘n.a
N,N'-difenil-N,N'-dimetil urea n.a
N,N'-difenil-N'-hidroxi urea n.a
4-clorofenil urea <1
N-4-clorofenil-N'-fenil urea 0.1
N-4-clorofenil-N',N'-dimetil urea 33
3,4-diclorofenil urea <1
N-3,4-diclorofenil-N'-fenil urea 3
N-%,4-diclorofenil-N',N'-dimetil urea 100

N-3,4-diclorctfenil-N'-butil-N'-metil urea 20



Tabla 13. Concentraciones en partes/106 a las cuales las -
fenil ureas sustituidas de fdérmula general R—C6H4NIIC()NHR'—

mostraron actividad detectable.

R R' H R' CgHg

H 75 0.5
2-metilo n.a 33
3-metilo 20 0.6
4-metilo 2 100 20
2,3-dimetilo n.a 10
2,4-dimetilo n.a 33
2,5-dimetilo n.a n.p
2,6-dimetilo n.a 33
3,4-dimetilo n.a 3
3=-fluoro 1 <1l
4-fluoro n.a <1
2-cloro 20 33
3-cloro 3 0.1
4-cloro 1 0.1
2-bromo 3 33
3=bromo 0.6 0.1
4-bromo 1 33
2-yodo n.a 67
4-yodo 6 33
2,3-dicloro 3 67

2,4-diclorc n.a n.a



2,5-dicloro
3,4-dicloro
3,5=dicloro
2-nitro

3-nitro

4-nitro
3-cloro-4-metilo
4-cloro-2-metilo
4-cloro-3-nitro
4-metil-2-nitro
4-metil-3-nitro
3-metoxi
2-metoxi-4-nitro
2-metoxi-5-nitro
4-metoxi-2-nitro
2-carboxi

4-carboxi

917

33

<1

0.1
0.2

<1l
10
33



Tabla 14, Actividades de fenil ureas disustituidas ——————

(XY06H3NHCONHR) comparadas ccn sus fenil ureas respectivas

monosustituidas.

XY¥CgH, R= R=CH,
3-cloro-4-metilfenil 33 <1
4-cloro-2-metilfenil 17 10
4—cloro-3-nitrofenil 10 1
2-metil-4-nitrofenil n.a 10
2-metil-5-nitrofenil 33 3
4-metil-2-nitrofenil n.a <1
4-metil-3-nitrofenil 1 <1l
4-nitro-3-trifluorometilfenil 20 <1
2-metoxi-4-nitrofenil 33 1
2-metoxi-5-nitrofenil 50 <1
4-metoxi-2-nitrofenil 33 10

XC6H4 R= R=C6II5
3—clorofenil 3 [61P &
4-clorcfenil <1 0.1
2-tolil n.a 33
4-tolil 100 20
4-nitrofenil 10 0,2

2-metoxifenil n.a 2

4-metoxifenil n.a 3
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YCGH4 R= R=06H5
4-tolil 100 20
2-t0lil n.a 33
3-nitrofenil 33 0.1
4-nitrofenil 10 0.2
S-nitrofenil 33 0.1
2-nitrofenil 67 1

3=trifluorometilfenil 10 <1l



Tabla 15. Concentraciones en partes/lo6 a las cuales las -
ureas N monosustituidas y las ureas N,N' disustituidas ——-

RNHCONHR' muestran actividad.

R= R'=
2,4-dimetil fenil hidrdgeno n.a
fenilo 33
2-tolil n.a
3-tolil n.a
4-tolil n.a
trans-2-fenilciclopropil 20
4-clorofenil 65
4-nitrofenil 100
4-fluorofenil n.a
3,4-dimetilfenil hidrdgeno n.a
fenilo 3
2-t0lil n.a
3-tolil n.a
4-tolil 50
l-naftil n.a
trans-2-fenilciclopropil 10
2-clorofenil 20
’3—clorofenil 33
4-fluorcfenil 10
4-clorofenil 67

3,4-diclorofenil 33



3,4-diclorofenil
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4-etoxifenil
hidrdgeno
fenilo
2-tolil
3-tolil
4-tolil

trans-2-fenilciclopropil

2-clorofenil
3-clorofenil
4-fluorofenil
4-clorofenil
4-~bromofenil
2,5-diclorofenil
3,4-diclorofenil
2-nitrofenil
3-nitrofenil
4-nitrofenil
4-etoxifenil

4-fenilazofenil

100
<1l

20

33
100

20
10

33
50



6 a las cuales las -

Tabla 16. Concentraciones en partes/10
ureas N-monosustituides, las N-fenil-}i'-fenil sustituidas-
y N,N'=disustituidas simetricamente muestran actividad, --

Férmula general RNHCONHR'.

R R'=H R'=C6H5 R'=R
H n.a 75 n.a
metilo n.a <1 n.a
fenilo ’ 5 0.5 0.5
2-tolil n.a 33 n.a
3-tolil 20 0.6 33
4-tolil 100 20 n.a
l-naftil 10 67 n.a
2-naftil n.a 10 n.p
trans-2-fenilciclopropil n.a 2 n.a
2-clorofenil 20 33 33
3=clorofenil 3 0.1 20
4-clorofenil <1 0.1 50
4-fluorofenil n.a <1 20
4-bromofenil 1 33 n.a
2,5~diclorofenil 33 33 67
3,4-diclorofenil <1 3 2
2-nitrofenil 67 1 50
3-nitrofenil 33 0.1 20
4-nitrofenil 10 0,2 67

4-etoxifenil n.a 50 N.a



4-fenilazofenil

n.a sin actividad

103

67

n.p. no se probd

67



Tabla 17. Proporciones de N-fenil-N'-(fenil ureas sustitug

das) Compuestos activos/total de compuestos probados,

Substituyente orto neta para
metilo s 11/19 14 /18 8/19
cloro 13/18 17/19 13/19

nitro 5/19 15/19 12/19



Tabla 18. Actividades citocinéticas de 6-arilaminopurinas,

6-ureido purinas, difenil urea y algunos nucledsidos.

Compuesto

6-bencilaminopurina

cinetina

6-fenilaminopurina
b-fenilureidopurina
6-0-toliloureidopurina
6-m-clorofenilureidopurina
6-p~-tolilureidorurina
6-isopropilureidopurina
6-n-propilureidopurina
6-alilureidopurina
6-N-etil-N'-fenilureidopurina
nucledsido de 6-bencilaminopurina
nucledsido de cinetina
nucledsido de 6-fenilaminopurina

nucledsido de 6-fenilureidopurina

Concentracién/M

min. resg.

.005
.007
FloRd
.05
.07
2

2

T

max., rend.

@ W O o N



Tabla 19, Actividades relativas de 6-ureidopurinas.

R concentracidén Bioensayo

isoamilo 10pmoles/1
alilo 1.% * "
benciladenina o L
2-hidroxipropilo inactivo

3-hidroxipropilo inactivo

C.F.S. callo de frijol soya

w2

Feso fresco

30 mg
50 "
75 "
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