" INHIBICION DE ENZIMAS POR 1,4-BENZOXAZIN-3-ONAS

Tesis
presentada a la
Universidacd de Chile
en cumplimiento parcial de los recuisitos
para coptar al grado de

. . - - . -
Doctor en Ciencias con mencidédn en Bioloqgia

Tacultad ce Ciencias

FRANCISCO J. PZREZ CORRER

Profesor Patrocinante: Dr. Hermann Niemeyer M.

Junic 1987




UNIVERSIDAL DE CHILE
Facultad de Ciencias

INFORMI DI APROILCION
TESIS DL DOCTORADO

Se informa a la Comisidn de Doctorado ée la Facultac
ge Ciencias cue la Tesis de Decteracdo rresentade por

el candidazc

Ciencias con monciln en Diclociz,er el Lwzre- ¢o Ceo-
fensa e Tesis rendide el €Zz 13 dz Juric ce i3e7,
Profesor Tatrocirante e Tesis

Dr. Hermann liemeyer Marich

Dr. Lionel gi:i

Dr. Gecravio Menas+terio

Dr. Hernén Roéricuez

Br. Zéuarde s5iiva




Esta tesis fue realizada ern e Laborstoario oe Fisco—-C0uimice

Orpanica de ia Facultas de Ciencras de la Urizversidad de Chile.

baic 1& direcciarn os: Dr. Fermar

v Rismeyver maryco-,




P

Ai Dr. BIRMARKN NIEMEYER M, pir suw contribocisrn vy gran sntusliasmo

te T2

m

1s.
Al Dr. OSCAR ROVERI. por sus oportunos & tlastrados comentarios.

Al Profescocr HERNAN RODRIGUED. oor SuE vallosas superencias y

comentarics.




& CONSUELD Y FRANCISCS




INDICE DE__MATERIAS

Lista de Tablas
Lista de Figuras
Lista de abreviaturas
Estructuras
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION
Metabolitos secundarics de plartas
Rimsintesis de Hx
Actividad biolégica de las Hx
Bases bicquimicas de la actividad binldgica
Fropiedades quimicas de los Hx
Ardlisis estructural
Sirtesis
Estabilidad
Aridlisis cuartitative
Propiedades guelantes
Detoxificacidrn de herbicidacs Y pesticidas

Reactividad guimica

Flanteamiento del problema

F&ag

ix

Hii
®iii
Kiwv

Xviai

n o w el

~J

LR

R R

IR, it Rt oo i by 2 g~ e

GO A ek et




i

MARTERIALES Y METODOS
ESTUDIOS FISIECORQUIMICOS
Aislamiento del DIMEROA
Origen de los Reactivos
Sintesis de andlcopos
Z-Nitro—-5-metoxifenal
2=-Amiro-S—metoxiferal
Z=Nitrofenoxiacetato de metilo
Siﬁetoxi—Ewnitrofenoxiacetatm de metila
f4-Hidroxi~1i, 4-benzcoxac-in-3—ara
7-Metoxi—4~hidroxi~-1, 4~bernzoxazin-3—ana
g-Bromo—4-hidreoxi-1, 4—henzoxazin—3—cna
2y 4-Dihidroxi-1i, 4—benzoxazin—-3—orna
E-Hidraoxi-7-metaxi-1, 4—benroxazin—3—-cna
Descriperidn de las cinéticas
Reaccidén del DIMEBDA con el etancticl
Experimento de resorarncia de espin electrénic
Determinacién de pKa

Reaccidén del DIMEOA can la butilaminrna

ESTUDIBS ENZIMATICOS
Origen de la papairna y de los reactivos
Activacién de la papaina
Erisayo erzimatico
Inactivacién de 1la papaina por 2l DIMEBOS

Titulaciér deil grupo sulfhidrila de la papairna

vi

16

16

16

is

16

18

18

18

19

19

e fa 18] M M e
O] G w - = o

o
b

Mt
i

o
]

[EX]
a

fa
th

M
h

fu
(1

HE
. \J




Analisis de aminc&cidos
Reversién de la inactivacion par DDT
Productos de la reaccidn
RESULTADOS
ESTUDIOS FISICORUIMICOS
Reaccidn del DIMBOA con aminoacidns
Reaccién del DIMEBOAR con ticles
Reaccién del DIMBOA can etancticl
Efecte del pH scbre la reaccidn
Ardlisis espectroscopico
Andlisis cinético
Efecto del grups metoxilo del DIMEOA
Estudic de rescorancia de espin electrdénica
Reacciérn del DIMEOA con aminas
Reaccién del DIMROA con la butilamina
froductos de la reaccidn
Gralisis cinética
Efecto del pH sobre la reaccion

Efecto del borate sobre la reaccién DMBOA + Ilisina

ESTUDIOS ENZIMATICOS
Reacciérn del DIMEOR con la papaina
Aralisis cinetico
Efecto de la temperatura
Efecto de sustratcs

Titulacién del grupc SH de la papaina

()
[l

G
Ta

()
L1




Aridlisis de amincacidos 5S4

Efecto del pH sobre la iractivac:ién S

Efectc del pH sobre la asociacidn 57

Reversiénm de la imnactivacidn peor DDT 57

Froductos de la reaccion a7

Reaccidn de arndlogos del DIMBOAR con 1s papain &0
DISCUSION . £3
Sfaccién gel DIMBOA con tioles E=
Reaccidrn del DIMBOA corn la papaina &5

* Residus reactivo: Cys—&5 £%
Aralisis cineético &5
Protsocidn por sustratos E&=

Efecto del pH &7

Mecarismc de la reaccion 70

Reaccidrn del DIMBUR cor aminas 7=
REFERENCIAS 7

viiz

S e




Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

U

l'_.tJ

Lista de Tablas

Fropiedades fisicas y espectroscdpicas del
DIMBOA y caompuestos analogos

Reactividad del DIMBOAR frente & amincacidos
Comparacién de las valeres directo y ajusta-
do de la fase lineal de la inactivacidén de
la papaina por el DIMBOR

Ardlisic de amirncacidos de la papaina sin Yy
con modificar por DIMBROA

Efecto del pH scbre los parametros cinétices
de 1la irnactivacién de la papaina por el
DIMEOA

Comparaciérn erntre parametros cineticos de ia
inactivacidén de la papaina por el DIMBOA y

por el compuesto 8

1X

L
n

T
ut

&1




sy

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

gl‘

Lista de Figuras

Reactividad del DIMBOA hacia distintos tioles
Efecto del pH sobre la reactividad del DIMEDA
hacia mercaptoetanol
Efectc del pH sobre kg**, para la reaccidn del
DIMEBOA con mercaptocetancl y con Cys—ME
Relacidrn lireal de ernergia libre entre k, para
reaccion del DIMEOA cow ticles y pKa del ticl
Comparacidn de la reactividad del! DIMEDA y
del DIBEOA hacia la cisteira
Reactividad del DIMBOR hacia butilamina
Efecto del pH sobre  hgse ern la reaccidrn del
DIMEBOS con lisina
Efectc del pH sobre la reactividad del DIMROA
con lisina en presencia de borato
fecto del pH scbre la comstante de velocidad
de segundo orden para la reaccidn del DIMEBOAR
carn lisivia er  pressncla y ausencia ge borato
fecto del pH saobre la constante de velacidad
de segundco crden para la reaccidrn del DIMEOR
oo la N-ag-acetil—lisina en presencia de borato
Iractivacidrn de la papaina para la fase lireal
de la inactivac:idr de la papaira pov el DIMBOA
Graficos de dobles reciprocos e la  porciédn

lineal de las curvas de 1nactivaciorn de la

P C U S CEWECTIPE P T IR T IR PR R PRSI L TS PR RS e b Lt 0 i i b M A P ™ WLl AL § Bl e Pashriiig B ) A a5

G
o

L}
s

(
th

L
;

&3]
-J

44

47

e

R




Figura 13.

Figura 14.

Figura 15«

Figura lé.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 13.

papaina por el DIMBOA en tampén fosfato pH 6,8
Graficos de Rrrhenius para la iractivacion de
la papaina por el DIMEORA
Efectr de sustratcs sobre la inactivacidén de la
papaina por el DIMBORA

Relaciérn entre peérdida de actividad y pérdida de
grupos sulfhidrilo titulables por  accién del
DIMEBOA scbre la papaina
Efecto del pH sobre la jrnactivacién de la
papaina por el DIMBOA
Recuperacion de actividad por agregade de DDT a
la papaina inactivada por el DImROA
Efects de la concentracidén de DDV agregadoc sobre
la recuperaciérn de actividag de la papaina
irmactivada por el DIMEOA

iractivacién de la papaina por 21 compuesto 8

xi

R TR O LI T

4]
o

m
e

M
]




BAEE

BG

BGEE
Cys—Me
DIBORA
DIMEOA
DMSD

DTNE

DTT
Z—H-DIROAR
2~H-DIMEOAR
Hx

MBOA

ME

N-CEZ

Lista de abreviaturas

ester etilico de la N-carboberciloxiarginina
N~-berizailglicirna

ester etilico de la N-carboberncilexiglicina
éster metilico de la cisteina

&y 4~dibhidroxi-1, 4—benzoxarin—-3-orna (ib)

2y 4—dihidroxi-7-metoxi-1, 4-berizaxazin—-3—cna {(ia)
dimetilsul féxido

&dcido ditio—bis~3,4-dinitobernzoicao

ditiotreitel

4—hidraxi-1, 4-benzoxazir~3-corna (7)
7—metoxi-4-hidraxi-1, 4-bercoxazin-3—ara (8)
acidos hidrxdmicos de gramirneas
e-metoxi-benzoxazolin—2—ona (32)

mercaptoetarnsl

N-carbobernciloxiglicina

b ey kel ot SO 3 o o dpe i PRI Fe LT . — e
It b i ianFum it et oot i S A e D T IR it T e AL TR B A LT ot o e
bt e b Pus ik e« e TRt



ESTRUCTURAS

(e}
I
Aad
QD
Z Q
Q Q
€I
9]
r
(7]
[3]
/'-::
Q
o
(]
\
Q

1a | ‘/\N

OH | t E
2 04 H I
!
i

CHzOZ o AN

>=o ‘\_/;’.‘ '
N NS ;

b g 7 b

3

CHaC O G\\' CHyG o G OH
o YRS
NN Ny fl\"%o |
8 Or s H 3
CHal : - .
HSV\J_\\/O—. -5 CHLZ - .
Y I My .
3 1 H .
vy f_ I ; '
N YH \‘7/'“‘1“"'\/“
. ]
10 O h.__‘ - " oo R
(=18 ~ g
CH3C\‘\/\ O C;-'»'IC . s
AT N RS - ".3\_1 r
L) § s : Ol
TN e e ~ t 5% K_/f\
\ M RECOE \ael ""-.._c__l 3 A\-.r
12 c N . . 14 T
= 13 . ind
RS

T O I SN, el EAR 14 12l T LB LA 05,1 Al 1R o5 . 2 1

O . I A |




L

-, RESUMEN

El1 DIMBEOR, el principal A4cido hidroxamico aislado de
extractos de cereales como maiz y  trigo, es un factor de
resistencia de la planta contra el ataque de diverscos organismos.
La amplia toxicidad del DIMEBOA ha sido atribuida a su efecta
inhibitoric sobre diversas fases del metabolismo ernergéticco,
‘tarte de mitocondrias cema de cloraplastos, S5e ha sugerido que
dichos efectos se deberian & la reaccidn del DIMBOA con grupos
sulfhidrile u otros rucledéfilos de enc-imas que participan en esas
funciones.

Cor el objeto de explorar esta proposicién, en esta tesis se
recurrié al uso de modelos: se estudid la reaccidrn del DIMBOA con
ticles en solucidn acuosa, y luegs la reaccidn del DIMBDA corn oun
ticl ubicado ernn urna proteina. Para esto se eligid la papainay gue
posee un Unico residuc de cisteina libre, aguel del sitio activo
(Cys—25), y cuya estructura y mecanismo de catdlisis es cornocido.

La reaccidén del DIMEDA con ticles en solucidn acuosa congu )
al productc de recgwccidrn 9 y a los productos de adicidnm 12 9y 13.
Los estudics del efecto del pH y del efecto del pHa de diverscos
ticoles scbre la velocidad de reaccidn indicarcorn que las especies
reactivas son DIMBOA sin disociar vy el anidn ticlateo. Estudicos ge
resonancia de espin electrénico sefRalarorn gue la reaccién ccurre
a traveés de urma via heterolitica. La reactividad cdel DIMEOA fueé
maycr  gue la de st analogs demetoxiladao. Ecstos resultados

permitiercn postular el siguaiente mecanismo para la reacciron det
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DIMBOAR con ticles: ataque nucleofilico del anidn tiolato sobre el
nitrégens hidroxamice con  formacidon del intermediaric 14, y
reaccién de éste con ofra mclecula de ticl para gernerar el
disulfuro y la lactama ceorrespondiente,

El1 DIMBOA inactivd a 1la papaiva. La disminucidn de la
actividad de la papaina fué proporciomal a la disminucion del
titulce de ticl. El andlisis de amincdcidos mostrd que sélo el
contenido de cisteina varié significativamente cuando la enzima
fug inactivada. Estos resultados indicaron gue la inactivacién de

-

la enzima se debe a la reaccidn entre la Cys-35 de la papaina y

el DIMEOA. For otra parte;, en tantc el compuestc 8 imhibisé 1a

™

papaina en forma comparable a como 1o hizo el DIMEROA, el
compuests 9 mo la alterd. Estos resuitados, jurnto a estudinos del
efecto del pH sobre la conmstante de imactivacién y de asociacian
de la papaina con el DIMEOA, indicaron gque la Cys—-25 reaccicna
coy 2]l nitrdgero-hidroxdmico del DIMEBOA, y gue el mecarnisma de la
reaccidén es similar al gue ococwrre enr solucidén acuccsa.

Se postuldé que el mecanisme de reaccién ce la papaina con el
DIMBRDA comsistiria en @ i) ascciacidn del irnactivador a la enzima
por fuerzas hidrofdébicas, y por fuerzas electrostaticas entre la
Cys—25 y el nitrdégenc—hidroxdmica y la Bin-1%2 y el ocxigeno-
hidroxdmico; y  1ii) inactivaciérn propiamente tal, corn atague del
grupo sulfhidrilo de 1a Cys—25 sobre el rmitrégerc—hidroxdmico y
formacién de wun intermediaric semejante a 14. La reversidn de 1la
inactivaciér por DTT es consistente corn este mecanisma.

Los estudice de la reaccidn del DIMBOE corm tioles ernt una
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pnzima sugieren que la toxicidad del DIMBOAR se debe a la reaccién
de éste con grupos sulfhidrile de enzimas ya sea del metabolisme
energeticce o de otra ruta metabdlica esencial.

Se demcstré ademas gque el DIMEOA reaccicona corm nucledfilas
no reductores como aminas, a traves de su tautdmerc de cadena
abierta, 2, gererands bases de Schiff. Esta reaccidérn ro fué
estudiada con grupas aminae de enzrimas, pera tambieéern podria

contribuir a explicar la amplia toxicidad del DIMEDA.
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ABSTRACT

DIMEOAR, the ma:in hydroxamic acid isolated from extracts of
cereals such as maize and wheat, is a plant resistance factor
against varicous organisms. The wide toxicity exhibited by DIMROA
hacs been attributed to its inhibitery effect over varicus phases
of evergy metabolism in mitochandria as well as in chloroplasts.
1t has beevrs suggested that those effects are due to the reaction
of BPIMEOA with sulfhydryl groups or other riuclecaphiles in enzymes
participating irn such functicns.

We have explored in this thesis this proposition  with the
aid of model systems. Tne reaction of DIMROA with thiols in
aguesus sclutione and the reacticon of DIMBEOA witn & thiol on an
enzyme were studied. Fapain was chosern since it has a gingle free
cysteine, that of the active site (Cye—2%), and its structure aric
mechanism of catalysis are Known.

The reacticrn of DIMBOA with thiocls in agueous soluticns leac
to the reducticn product 9 and the addition products 12 and 13.
The effect of pH and of pHa of varicous thicis on the reaction
rate indicated that the reactive species were undissocliated
DIMEOR and thiclate arnion. Electronm spln TreEsSonance studies
pointed T a heterolytic reactior mechanism. The react:vity of
DIMEDAR was higher than that of its demethoxylatec analogue. These
results iead to tne propesal of the following reaction mechaniso:
a nucleophilic attack of th:iaolate anion  or tne  hydyroXdanic

riitrogen atom with formation ~f intermediate 14, tToilowed by the
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reatiaorn of this intermediate with arcther thiol molecule to
gererate a disulfide and the correspording lactam.

DIMEOA inactivated papain. The loss of activity was
praporticrial to the loss of thicl titre of the enzywme. Amircacid
analysis showed that only cysteire content varied significantly
upon  imnactivation of the enzyme. These results indicate that
DIMBOA inactivated papain through reaction with Cys—-25. Compound
8 irnactivated papain in a way similar to  DIMBOA; however,
cmqgaund 9 had no effect on the activity of papain. These
results, together with the pH depsndence of the associatiom
constant and the rate of the iractivatiocn step between DIMEBOA and
papairn, indicated that Cys-2% reacts with the hydroxamic nitrogen
atom of DIMEDR in & fashion similar ts toe reaction oF DIMROA
with thicls in aguesus solutaiorn,

The follawing mechanism was peostulated for the reaction of
papain with DIMEBOA: i) association of the inactivator to the
enTyme by hydrophobic interactions arnd by electrostatic
interactions between Cys—-25 and the hyseraxamic nitrogen aton and
betweern Gin-173 ard the hydyootamic oaxygen atom; and  ii)

irnactivation step, with attack of the sulfhydryl group of Cys-z5

31]

ar the hydroxamic nitrogen ateds with formaticon of an intermediat
similar to 14, The reversion of the irnactaivation by DIT is

consistent with this mechariszsm.

The studies of the reactiornse of DIMEOR witn a thiol encyms
indicate that the toxicity of RIMEIS mzy De gue tao  its reacticn

with sulfhyoryl groups of encymes oF snergy metabdlism o other
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essential metabolic routes.

DIMEDA was alsc showrn to react with mnon~reducing
riuclecphiles such as amirnes to give Schiff bases threugh the
intermediate 2. The study was not pursued with amine groups in an
enzyme. However, it may be postulated that this reaction alsc

contributee to the toxicity of DIMEOA.
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INTRODUCCION F 2 poewm

- Al

Metabolitos secundarios de plantas. Las plantas frecuentemernte

! producer ura gran diversidad de compuestos quimicos, lo que

“ respornderia a su falta de movilidad (Bell, 1978). Es asi como se
pisnsa que funcicnes esenciales para los seres vives como defernsa

K' Y comunicacidr, serian realizadas por las plantas por medios
quimicos (Harborne, 198&). A pesar de la encrme variedad de
compuestas quimicos encontrados en las plarntas, su biosintesis

estd estrechamente ligada a las rutas generales del metabolismo

[

primaric. La diversidad estructural ceria frute del drenaje de
intermediarios de estas rutas gererales mediante diversas

reaccicores catalizadas por enzimas especificas.

g ey

Derntro de la familia Bramineae, y particularmente en los

cereales como maiz, trigo y centerc, se han aislade en cantidades

e

que llegan hasta el 3% del pesos seco de la planta, Acidaos

— ok

-

hidroxamicos  (Hx, 1) derivados de la 1,4-berzoxazin—3—-cna
(Willard y FPenrer, 1976). Estos acidos, al igual que muchos ctros

metabolitos securdarics de plantas, saon acumuladcos Yy almacernadcs

Rz
R,\©[O OR3 Ry =u o CH,0
I Ry =H o CH;0
T 0 Ry =H o glucesile
OH

18 DIMBOA - R, = CH30, Ry=Ry=H
; 1b DIBOA ‘R;=R2=R3=H
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en la planta como ;lucdsidos. Sin embargo, cuando el tejide
vegetal es dafadoy. - los glucésidos SO higrolizados
enzimaticamente a las respectivas agluconas (Hafman y Hofmanova,
1963). Este es un fenémenc bastante comar ern el reinc vegetal
(Hosel, 1981) mediante el cual la planta almaceriaria compuestos
biolépicamente activos. Los compuestos glicqsilados difieren de
sus respectivas agliconas por presentar una mayor scalubilidad en
agua, una meroar reactividad guimica, Yy Uuna mencr actividad
bicldgica. La interconversitn entre glicdsidos y agliconas puede
producirse por ura transglicosidacion, gue utiliza
glicosilnucleétidas con participacion de enzimas del tipo

trarsferasas (E.C. 2.4), y un& hidrélisis mediante plicosidasas

(E.C., 32.2)y; que liberan el azdcar y la aglicona correspondiente.

Biosintesis de Hx. La Eiasintesis de los Hx ha sido
relativamente poco estudiada. Estudios realizados in _vive en
hajas de maiz utilizando precurscres marcados (Reiman y EBierrum,
i1964) fueron concluyentes en cuanto al origen del anillc
aromatica (via del acidce chiquimico), del carbone 3 del anillo
axazina (carbono & de 1a vribosal, y del grupo metoxilo del anillo
aromadtico (transmetilacion a partir de meticorninal. Ademas se
sugirié gque el carbono = del anillo oxazina provenia del carbonc
1 de la ribosa, perc no S dieran pruebas directas. tilizando
tecnicas similares, Tipton Yy col {1973) demostraron la

incorporacién de *C Yy 15N del 4&cide antranilice en el anillec

berizoxazina con una baja dilucién isctépica, sugiriendo una ruta




3

£

biosintética similar a la del triptofanc. Atn no ha sido

-

demostrade si el carborio que se urme al oxigenc en el anillo
: TE Len;oxazina es el carbonce 1 o el 3 del &cido antranilico. Leete
e (1986) ha iniciado estudics en este sentido utilizando &cido
. antranilice marcade en los Atomes de carbono unidos al grupo
%Jﬁﬁ} carboxila y aminc. FPor otro ladao, estudi?s de velccidad de
H incorporacidén isotépica en los Hx utilizando Z-hidroxi—-1, 4-

" bergzoxazin-3-ona marcada, demostraron que la hidroxilacidén del

nitrégeno era la reacciénm que ocurria en forma mas rapida vy

extersa, seguida de la metoxilacioéon en la posicidn 7 del anillo.

o =

También se democstré en plantas intactas la interconversion entre

la forma oxidada (Hx) vy la reducidsa (lactama) de las
berizoxaz inonas. Sin embargo, cuandos este experiments  fue
realizadae en extractos libres de celulas, no se observe

i interconversion. Este hecho fué interpretads como gque el sustrato
para la irntercanversién era el glicéside, y dado que en el
extractes existiria actividad glicosiddsica, el glicésido no se
ercontraria Comc tal, Y por tanto rice se observaria
interconversidn (Tipten y col., 1373).

Estudics genéticos realizados en maiz indican que la
expresiérn génica de los Hx estaria controlada por un urico gen
dominante (Hamiltorn, 1964). Se han descritoc lineas de maiz con el
genctipa bxbx, que poseen menos de ¢, 007 milimacles/ Kg de peso
fresca, y lineas con el gencotipc BxBx, que paseen .6 milimoles/

Ko de peso fresco (Woodward y  cel., 1975b). Mediante anadlisis

monosémico y otras técnicas citogeréticas, el locus bx fué




4
ubicado eri el cromosoma & del - genomx del k maiz (Simcox y Weber,~

1985). -7 4 £ . " . €

Actividad biolépica de los Hx. EI aspectc de 1los Hx mas

extensamente abordado en la literatura es su actividad biolégica,

e

. probablemente debido & su importancia agronémica. Es asi como la

=t toxicidad de los Hx ha sido ensayada scbre diversos crganismos,

PR

pafticularmente aquellos que constituyers plagas y pestes para las
gramineas cultivadas. Grarn parte de estos estudios se ha basado
en medir los efectos de la concentracidén de Hx scobre variables
macroscépicas coma tasas de reproduccién y de mortalidad en
poblaciones de insectos (Leng y col., 139773 frgandofa y col.,
1980 y de crecimiento en hongos (ElNaghy vy Linko, 1362) ¥y
bacterias (Corcuera y col., 1378), ya sea en condiciones de campo

o de laboratoric. Los casos estudiados con mayor detalle son el

o g g e

de la larva del inmsectoc taladrador del maiz, Ostrinia rubilalis

(Klum y cal., 136&) y el de los Afidos Methopolophium dirhodum

(Argandcfa ¥y ool., 1980}, Schizaphis graminum (Argandofia y col.,

1983), Rhopalosiphum maidis (Long Yy col., 1977), vy Sitobiaon

avenae (Bohidar y ccl., 198&). En estos casos se ha demcstrado la
existerncia de relaciones inversas entre el contenido de Hx y la
sobrevivencia y 1a tasa de reproduccion de locs insectas. Basados
an estos resultados, estos autores han propuesto que los Hx

corstituirian un mecanisme de defensa de la planta contra el

i
'3
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atagque de estos organismos.
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Bases bioguimicas de la actividad bioclédgica de los Hx. A pesar

de lo extenso de la literatura en esta area; el conccimientco que
se tierne sobre las bases biogquimicas de la toxicidad de estos

compuestos es escasco. Dado que los Hx son téxicos hacia una

amplia gama de organismos, una estrateqgia seguida para abordar
este problema fue estudiar su efectd scbre 1a cadena
respiratoria. En estudios realizados en cloroplastos de
espfhacas se demcstrdéd qgque el DIMEDA, el Hx mas abundante

encontrade en maiz (Woodward vy col., 13973b), irrhibia tanto la
fotofosforilacidén ciclica como la na ciclica, afectando el
transporte de electrones acopladoa, pero no el desacoplada ni el
basal; también se demostrdéd la inhibicién del factor acoplante CF,
(Bueirclo ¥y col., 1981). Estudios realizados sobre la inhibicidn
de la actividad ATFasica de CF, por el DIMBOR demostrarcorm ura
inhibiciodon rdapida reversible rno competitiva gque fue parcialmente
protegida por yodoacetamida, y cotra lenta e irreversible cuya
rnaturaleza fué postulada Con debido a la modificacion
irreversible de grupos sulfhidrilo de la ernzima {(Queirclo y coi.,
1383). Er estudios realizados en particulas submitccondriales de
corazdn de bovino, Niemeyer y coal. {198&) encontraron gue el
DIMEROA ern concentracicnes supericres a S mM ivhibia el transporte
de electrones desde succinato y NADH hasta oxigeno, y concluyeron
gue esta inhibicidrn era a nivel de la cadena respiratoria, yva gue
el misme efecte era observado en presencia de desacopladores.

Ademnas encontrarory que a corncentracicornes mencres qgue S5 WM, el

DIMEOA inhibia la sintésis de ATF, el intercambio ?¢F-RTF, y la
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actividad ATRasica. Estas inhibiciones fueron reversibles ﬁéjqué
una dilucién de 100 veces restablecia la actividad original. For
otra parta: la incubaci6n previa de las particulas
submitocondriales con  DIMBOR, produjo inhibiciores irreversibles
tanto del trarnsporte de electrores desde succinate y NADH hasta
oxigenc, coma del intercambic 3*P-ATF. lLa dependencia de iz
velceidad de irnactivacion conm respecta a 1a cancentracién de
DIMEOA fue lineal en el primer caso & hiperbélica en el segundc.
En consecuerncia, el sitio modificadoa por el DIMEROA responsable de
1x inactivacidn de ia reaccién’ de intercambio seria
recesariamente diferente del sitio respornisable de la inactivacion
del trarnsporte de electrones, ya gque ambas inactivacicnes siguen

esquemas cinéticos diferentes {(Niemeyer y col., 1986).

Propiedades quimicas de los Hx. La gquimica de los Hx se ha
desarrallado bajo diversos aspectos @ (i) analisis estructural,
(ii) sintesis, (iii) estabilidad er scluciones acuosas y ne

acucsas, (iv) métodeos analiticos de curantificaciém en extractos
de plarntas, (v) propiedades guelantes de catiores, (vi)
propiedades detoxificantes de herbicidas, y (vii) reactividad

guimica.

Analisis estructural de los Hx. Wahlroms y Virtanen (13953)
fueran las primeros ern proponEr  una estructura para les Hx

aislados de gramineas. Estas han sider  postericormente confirmadas

por espectrometria de masas (Woodward y col., 1973a), NMR de 1ag
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- (Iocanmou y col., 1980) y difraccién de rayocs x (Kutschabsky y
col., 1982). Si1 el C—-& del anillq oxazina de las Hx derivados de
benzoxazinconas se encuentra sustituido, constituye un centro
. quiral. La esterecquimica de éste fue estudiada por Nagac y ceal.
(1385) quiernes establecieron la configuracidn 2R para el caso de

- Jlos glucédsidos. En el casc de 1las aglucoras, el C-2 es
fpticamente inactive debida a que forma parte de un hemiacetal

gque Se interconvierte répidamente al igual que un centro

arncomerice de un azdcar.

Sintesis de Hx. Horkanen y Virtarnen (1960)  informaron por
primera wvez la sintesis del DIROA (1b), el Hx mayoritaric en
centena. Existen dos estrategias generales para la sintesis de
estos Acidos hidroxdmicas. Una esta basada ert la reduccidn de un
{nitroderivado para dar la correspordiente hidroxilamina, que
posteriormente se cicla para dar el respective dcido hidroxdmieso
. (Jernaw y Rosen, 1973}, y la cotra en 1la ciclacién de urn
aminoderivado para dar la lactama correspondiante, que por

axidacion da el respective Acido  hidroxdmico  (Martinm y caol.,

OCHzCOOR OCH2COOR O
Reduccisn
———— e ——— -
NO> NHOH r;; o)
OH
OCH;COOR o
[:::[f Oxidacién
—eerere—- ————n R
NHz NT 0 N 0
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TETT1979)., Ambas” estrategias canducen 4 bajos rendimientcs,

. probablenerte debida a que el estada de exidacidn intermedic del

L] - - . . . N N
; Ty nitrégernc er 1a furcion hidroxdmica es dificil de Comnsenuir,
8o ¥ !
;‘1?{.’
Pove |,
# Estabilidad de los Hx. Desde los primercs trabajos de Virtarer

se informé gque tanto el DIMBOA coma sy andlogo demetoxilade DIRDA

e S
1
)t -
BN

% : s5e descompornian en solucién acuosa generandc las
; ' corré%pondientes benzaxazolinonas (Horikarier ¥y Virtarer,
? i 1961}, Postericrmente, este grupc Prepusca un mecarismo para la
&
%“ '¥ descomposicién que ircluye la deprotornacién de) OH hidroxamicc,
i
% . apertura del anille OxX&ziva er la furcidr hemiacetélica, ataque
i A* rnuclecfilico del DKigEhD—hidPDxémiCG al carbonilc aldehidico con
; . formacidén de urr isociarnatco liberacidér de fermata, y finalmente
i
ﬁ o diclacién del isociarate para dar la berizaxazol incna
g “ cbrrespmndiente (Brendenberg Yy cal., 13g%).
3 :
£
CH30 O_ _OH CH30 OH
0L —""Or
L ¥ o v
Pt oo, fa  OH 2 OH H
Lk HCOOH
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Woodward y col. (1978) informarcn que la descomposicidn del
DIMBOA en soluciones acucsas de distintes pH noe era cuantitativa
en la producciéon de E-metoxibenzoxazolinona (MBOR, 3). El1 efecto
del pH sabre la descomposicidn fué posteriormente estudiado por
Niemeyer y col. (1382a), quienes demostraron que la dependencia
de la velocidad de descomposicidén con e1 pH era una curva tipo
campana con dos puntos de inflexidnm enn la zona de los dos pKa del
DIMBOA y sue las tres especies 4&cido - base del DIMEBDA eran
reactivas. Bravo y Niemeyer (1985) estudiarcon esta misma reaccidn
eri solvertes apréticos, erconmtrande gque la etapa limitarnte de la
reaccidén era la apertura del hemiacetal en solventes de baja
donicidad, y la formacidn del isoccianata en solventes de alta
donicidad. También encontraron que la descomnposicién no era
cuantitativa en estos solventes. Un producta secundaric de la
descomposicidn del DIMBDA en dioxanao, la 3,4-~dihidroxi-7-metoxi-—
1, 4-bhernzaxazin—Z—aoria (4), fuéd caracterizada (Bravo y Niemeyer,
1386).
El tautdmeroc de cadena abierta 2, postulada en la
&dascampasicidn del DIMEOA (Brendenberg vy cxl., 1962; Smissmar vy

col., 197%, fugé cuantificade en solucidn mediante técrnicas

.pmlaragraficas (Copaja y col., 13986).

o N~ OH
i
: a4 OoH

Fo

.y
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Andlisis de los Hx. El disponer de técriicas araliticas adecuadas,

para cuantificar Hx en extractos de plarntas, ha sido una

et el ey e e 17

preocupacion constante de los investigadores ern esta adrea. E1 uso

fLEL

de la propiedad que presentan los Acidos hidroxdmicos de formar

b

complejos coloreados con Fe*?, es qQuizas la técnica mas empleada

T T T - LT T T e

(Hamiltor, 1364). Sin embargao, esta tecnica presenta' los

"

inconveriientes de no discriminar erntre diferertes Hx, y de gque

:

foor -

i puede sufrir la interferencia de compuestos fendlicos en el
ST

Eg“i extractc., Urna técrica mas sensible y capaz de discriminar entre
g o

£ B

g i los distintas Hx basada en cromatografia de gases accoplada a
9 X,

3 .

. < % espectrometria de masas fué desarrcllada por Woodward vy col.
5 -

2 .., (1973a, 1379b). Er esta técnica es recesaric silanizar los Hx
: :

antes de someterlos a analisis, debido & su  baja volatilidad.

Recientemente se harn ~ desarrollado técnicas que utilizawn
cromatografia liquida de alta presién tante en fase directa
(Gutiérrez y col., 1982) conmo e fase reversa (Grambow vy col.,
1386). En estos casos nc s necesario derivatizar previamernte la
muestra, perc la sensibilidad del método es infericr a aguella
consegguida con GC-MS.

[ 2.
bl

Propiedades guelantes de los Hx. La capacidad de los acideos
hidroxdmicos de formar complejos coon cationes minerales es una
ﬁtgpiedad guimica caracteristica de estos. Los Acidas
hidroxdmicos aislados de microorganismos presentan una alta

Fafinidad por calecic, hierra y cobalte, y se ha demostrade su
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S ., Emery, 1971)}. La Posibilidad de que los Hx . aislados de gramirneas
L ?: Jueguen un rol similar fué sugerido por Fage (1966). Tipton y
& j Buell (1970) determiraron las constantes de afinidad del DIMEOA y

v de su glucédsido per  ion  férricoy, ercontrarndo Que eran varicos

6rdenes de magnitud mercres que la de los siderdéforos. Por otra

.

parte, Dabed y col. (1382) determirnaron las comstantes de

. i afinidad del DIMEDA por  cabre, niquel, zinc vy mariganeso, e
E

- Hiriart y col. (1985) realizaron un estudie mas detallada de las

Y complejos DIMBOA-cabre. Les estudios descritos no fueran

concluyentes ern cuante a la participaciérn de los Hx ern el

i e ]

transporte de minerales en las plantas.

e m—

Detoxificacién de herbicidas y pesticidas por Hx. Los
herbicidas derivados de ia s—triazina, tales come= la Z2-cloro=-4-
etilamino—e-isopropi1amino—s~triazina (atrazina) y 1la &-cleorc-—
R 4yE-bis-etilaminoc-s~triarina (simazina) son los herbicidas de
maycr uso en los cultives de maisr Y de trige debido a la maycr
tolerancia exhibida par estos cultives en relacidén a las malezas

b que los acosar. Se ha sugeridos que 1a metabalizacidén de los

P

D
o

herbicidas por los cereales resistentes seria el mecanisms que

T W

« les confiere tolerarcia. Tres mecanismos de detoxificacién de

i e

-

v~

herbicidas derivados de 1la triazina han sido descritcs en plantas

{; éupewiores: la N-dealquilacién, 1la hidroxilaciérn, y 1la

e 4 P

Conjugacién con péptidos (Shimabubure y cxl., 1970). En cereales,

¥

el mecaniswmc que predomina es la hidraxilacién, es decir, la

o

transformacion de las Z—cloro-s~triazinas ern los
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hidroxiderivados que no poseern proapiedades fitotdxicas (Hamiltan
= J ¢ e T L

Y Moreland, 196%). Ecta reaccion es catalizada en forma no

r

(Castel frarceo Y ccl., 1961 Roth

x

enzimdtica por extractes de maiz

a

-

y HKunsli, 13e1). Hamiltor y Mcreland (19e:) identificaraon el

factor catalitico como DIMEQRA. Experimentos irn vitro demostraror

- s

~  qQue el DIMBOA catalizaba la hidroxilacidn de la atrazira y la

simarzina, en tarntc que experimentos in  vive demcstraran
[

cempuestos  hidroxilados erar agislados

gque los

de extractos de maiz de

plantas tratadas previamente con  los herbicidas
3

Merelard, 196%). Ademds, Hamiltor (1964)

(Hamilton y

demcstrd que variedades

de maiz gque ra cornternian Hx eran susceptibles a 1a acciédn de

estos herbicidas. En experimentos del mismno tipcey, Malan y col.

(1984), utilizande variedades de maiz corn
¥

Hx, erncantrararn ura buerna correlacidn directa erntre el contenida

distinto conternide de

de Hx y el grado de tolerancia a las herbicidas.

For otra parte, Iarmou vy cal. {1980)  ercontraroen gque 1

DIMEOA también catalizaba la hidrélisis de insecticidas
crgancfosforados coma el Diazirnan. E1
L
el DIMEOAR catalizaria estas reaccicres rm
I
" posiblemernte actuaria, a semejanza con el
¢ e

mecarnismo a3 tr4ves del cual
ha sida estudiade, pera

casa de las =

triazinas, Ccoms un catalizador niuclesfilica,

Y& gue seria ur buew
-
A

e nueledfile Y & la ver un buen nucledfuge (Fearson Y cal., 1368).

E;‘h;.
Reactividad quimica de los Hx. El estudic de
Sar

§QUimica de los Hx derivados de 1, 4-benzaxarineanas

la reactividad

se ha eriertado

ﬁaCia la bisqueda de les furidamertos quimicos de su amplia y
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variada actividgq biolégica. Hashimoto vy col. (1379) utilizaron

v

moléculas modele derivadas de la 1, 4-bernzaxazin—-3-ona 3J para

realizar estudics de reactividad quimica, y encontraron que S5b vy

Se reaccionaban con nucledéfilos Camo fernoles e indoles,
" R R
i 2
Rz 0 — ha—
5a OH H .

5b QAc H
N“S0  sc OAc OCHa
- 5 R, 5d H Cl

4 gererande las respectives productos  de sustitucidn en las

posicicnes 4 y 6, dependiendc de las corndiciornes de reaccidrn. For
otra parte, Ishizaki y col. (1383} utilizaron Do como modelo para
estudiar los mecanismos de accidn bicloegica de 1. Para estoy,
realizaron estudics de reactividad quimica de S5c frente a
derivados de amincAcidos (Boo-L-Tyr—0Et, Eoe-L—His-OMe) y de
dcideos mucleicas (DNA de tims de termero y derivados del acido S
deoxiguanilidico (Ishizaki y ecl., 198%), y enceorntraron gque las
posiciores 4y 6 de la henzoxazinorna eran atacadas por los
residuos de los amincacidos, Yy que 5o se unia covalentemente a
los residucs de guanina del DNA. Demostraron ademés que 5Sc no
reacciomaba oo los Acidos deoxiadenilica, deoxiacetidilico ¥y
timidilaco. Por otro ladeo, Coutts y Found (137¢H) irnformaron que
Sa en pPresencia de HC1 gerneraba O5d, 1o cual es consistente con
estudios de reactividad realizados en Aacidos arilhidroxamicas,

establecen que las posiciones orto y  para al grupo

7 hidroxamica son las posicicones activas frente a un atague

~




4

g

14

e

nucleafilico (Ohta y cal., 13978).

"
v
3

Este :onjuntg de resultados fus pestericormente racioralizade

4

por Hashimoto y col. (1383) quieres poestularorn que 1la primera

e

™
L

etapa en las reacciones de sustitucisn

R P T T e ettt

nucleafilica de 5b y Sc

S

,8ra la riptura del enlace N-0, can formaciérn de un intermediario

. !del tipa  ién nitrenic 6a. Este seria estabilizado

por el oxigenc

N heterociclica que le cenferiria caracter de ién eXonio  6b. La

ENl Ay e o
o,
§

evenbual Participaciér del axXipgernc hetercciclico en la

pavme

. estabilizacién del i6rv nitrenio determinaria 1a pPosiciodorn donde

L

PEa

cocurre la sustitucidér,

' 0 0
QL L —0Ox g
e ———
r;J 0 N0 X

) 5b OAc 6a 6b

TIEOTE
@l

Pt

N )

i De ests forma, estos  autores explicaran: a) la falta de

KSR P oy ek e
&
¥

reactividad de Sa, ya que el OH es

P

P& grupc saliernte gue el

- acetila; b) 1a mayor reactividad de Sc ern relacidsr & 5b, ya que

2l metoxilo en posicidén 7 estabilizaria e] 16n nitrenio; o) el

AStaque en 1a posicidn & del anilla, que se deberia a la

Participacidér del axigeris heterocciclico en la estabilizaciérn del

Eédn viltrenio.  Sugirieron ademas que la actividad Biclégica de 1

acg‘:&querir‘ia de uria activacidn previa del grups OH hidroxamico para
- i

‘;ansformarla ern  un buern grupao saliente,
s <% ¥

k] d

el cual generaria una

fﬁpecie electrafilica que reaccionaria con nicledfilos de enzimas
N

'Y de Acidos rnucleicos.




Planteamiento del problema.~% Se pna sugeride que las Hx
necesitarian de urna derivatizacién Previa del oxigerc~hidroaxamiceo
para poder gernerar una especie electrafilica que de cuenta de su
actividad biolépica (Hashimate Yy col,., 1983). Sin embargo, el
tautdémero de cadena abierta del DIMEOA, 2, Bs un intermediaric
muy reactive frenmte a nucledéfilos debida al grupoe aldehide
fuertemnente electrafilics por  efects  inductive de la funcion
hidroxafica adyacente., También la &S, al igual Qque el DIMEOA
cerrada, frente a reductores, debide & la presericia de un atcmo
de nitrdégerc especialmerte electropositive par efecto atracter de
electromes de los grupos electronegativgs vecinogs a él. En
conmsecuerncia, es posible imaginar que 1a actividad bieldégica del
DIMEOA se deba a su reactividad Quimica irntrinseca frerte =
riclesfilos de enzimas v  de cotras Macranolécul as de impertarcia
bicmldgica, ¥y por tanto no sea necesaria su derivatizacisn orevia
para explicar suUE propiedades biclépicas. Los  abjetives

especificos de esta tesis sorn: i) demzstrar gue e1 DIMEOA Y su

tautdmerc de cadera abierta, 2, reaccCiacrman con nucledfTilos y
reductores, caracterizar las reacciornes y sus productos, v
demncstrar que el DIMROA reacciora  de ia misma forma con

amincdcidos que posean este tipo de residuas;: ii) utilizar
Brizimas que posean er su sitio catalitica residucs de anirncidcidos
Can las - caracteristicas antes sefaladas, con el fin de estudiar
la reactividad del DIMBOA hacia riucledfilos ern  una erizima y

libres ern solucidrn.
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MATERIALES Y METODOS

ESTUDIOS FISICORUIMICOS.

Rislamienteo del DIMBOA. El DIMBOA fué aislado del extracto

-

. etérec de plantulas de maizr Zea mays L., cv T129s de & dias,

segun un método descrito (Queirolo y col., 18983).

Origen de los reactivos. Los reactives empleados en las sintesis

Y reacciones fuerorn: S-metoxifercl (Fluka), bromoacetato de
metile (Flukad, etaraticl (Merck), bromotriclorometans {(Fluka),
borchidrure de sodic (Merck), cinc (Fluka), lisirna (Sigma), N-e-

acetil-lisina (Sigma), N-e-acetil~lisina {(Sigma’.

Sintesis _de compuestos andlogos del DIMBOA. La sintesis de la

gy 4-dihidroxi-1, 4~benroaxazin—3—ana (DIROA, ib}, 4-hidroxi-1, 4—
berizaxazin-3-ocna (2-H-DIERDA, 7y, ¥ 7-metoxi~4-hidroaxi-1, 4~
bernzoxazin-3-ona (2-H-DIMEOA, 8), fueron realizadas utilizando el
método general de sintesis de acidos hidraxamicos deserito por
Jerrnow y Rosen (1975) con leves modificacicnes (Esquemas 1, & vy
3). La lactama del DIMBOR (9), fué sintetizada a partir de 53—
metoxi-2-amincefenol, usando la técrnica descrita por Homkaren vy

Virtanen (1960) para la sintesis de la lactama de! DIEOA (Esguema
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2 — Nitro — S — metoxifenol. A una solucidn de 10 g de Z-metoxi-
fericl en acido acético glacial enfriada en urne bafo de hieloa can
sal, se adiciond desde un embuds de decantacidn una scluciédn de
HNO; diluida en Aacido acético (1 : 3. Luego . de una hora de
reaceridrn la mezcla gse vertid en hielo, y el predurto se destilé
por arrastre corr vapor de agua.  El rendim;ento fug 63 % .

Arnalisis = pf = 91*%; nmr (60 MHz, CCl,, TMS) : 86 (m,1H);

&, 5&6tm,2H) 3 2,T6(s,3H)y a campx bajo 118 aparece la sefal del

pratérn del grupa hidroaxilo.

2 - fAminc — 95 — metoxifencl. Urma sclucidn de 2 g de & — nitro—
5 - metoxiferml en agua fug tratada conm 8Sv /7 HCl de acuerdo al
método descrito  por Vogel (1378). El rendimiento del producto de
reduccidér fuéd 84%. Arnalisis: vmr (60 MHz, Ch,0D, TM5): 6,2~
€,88{(m,3H) 5 4,88(s,2H); 3,658(s,3H); a 11é6 aparece la sefhal del

grupo hidraxilea,

2 — Nitrofenoxiacetato de metilo. A ura sclucidn de 3 g de 2-
riitroferncl en SO ml de metoxido de sodic 0,3 M, MeOH, se adiciomd
lentamernte desde urn embudos de decantacidén Z. 2 g de braomoacetato
de metila. La mezcla se dejé reaccionar con agitacidn magrneética
durante 1& horas, s corcentrd & sequedad y el residuc se
disglyié en CHCl,.

La fase cloroafdrmica se lavd core agua levemente alcalina (1%
de NaDQ), se secd con Nag S0, arnhidra y se corcentré a sequedad.

El residuc se lavé con éter de petrdédlec. El1 rendimienta fué 62%
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Andlisis: pf = B84%; nmr (60 MHz, CCl,, 7TMS): 7,86(m,4H)y

A i T s

4,88(s,2H}; 3,96(s,3H). "~ y

S — Metoxi — 2 — nitrofenoxiacetato de metilo. La sintesis fue
similar a la anterior, salve que el reactive inicial fus =—

nitro — 5 - metoxifencl. El rerndimiente fue Sax . Andlisis: pf =

"' 95%; nmr (60 MHz, CCl., TMS): 8,16 (m, iH), 7.38(m, 1HY 3 6,5 (m, 1H} ;

[ ]
4,88(s,2H); 3,88(s,3H) 5 3,96 (s, 3H).

4 — Hidroxi - 1,4 — benzoxazin - 3 - ona (2-H-PIBOA, 7). Una

solucidén de 100 mg de 2 - nitrofercxiacetate de metilc ern 10 mi

de dicxanc, se adicioméd lentamente bajo corriente de nitrdégenc a
te, una suspernsidn acuosa de carbono activade sobre FBd al 8% (5 mgl) vy
n

%-33 NaBH, (10,3 mg). Una vez terminada la adiciém se continud la

o agitacidn per 15 miv, se filtrd, y el filtrado se acidificéd con

acido acétice diluide. Esta solucidérn se extrajo con Etg0. E1

TPy

- extractas se secd con NzeSO., arnhidro ¥ luepo se conmcentré a

sequedad. El residuc se recristalizd de ura mezcla. de dicxano—

Lt E e s Do e

=

hexaro {S

95). El rendimiertc fue E8%. Analisis: 1las
v caracteristicas fisicas y espectroscépicas ae este compuesto se

* encuentran resunidas en la Tabla 1.

7 — Metoxi — 4 — hidroxi - 1,4 - benzoxazin - 3 - ona (2-H-
DIMBOA, B8). A una sclucidn de 2,% g de S—-metoxi-Z-
nitrofercxiacetato de metilo en 180 ml  de Et0OH, 36 ml de HeO vy

g de NH.Cl, se adicionéd lerntamerte Zr en poivae (2,6 g). La
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mezcla se dejé reaccicrar por 4 hrs a temperatura ambiente con
agitacién y luegc se filtré y se acidificé con HC1 &N hasta pH =,
manteniéndose la agitaciérn per otras & hrs. Se extrajc con Et.0 v
la fase etérea se secsd con Nae S04 anhidra vy se concentré a
sequedad. El residuc se extrajo en forma continua ern un aparato
Soxlet cor éter de petrélec per € hrs. El extracte se concertré Y
se fracciond en una ceolumna de Silica — Gel GFasa, usandao comna
elu;énte uria mezcla de CHCl, : (CHa)eCO ( 40 : 1). Las fraccicnes
fueraon analizadas cen el reactive de FeCla. Aquellas que dieron
Mn resultado positive se analizaron por cromatografia en placa
(Ete0 =« . bercero = 4 : 1) observandose er teados los casos una
Uriica mancha bajo la lampara uv. Estas fracciornes se jurntaron y
se analizarorn por espectroscopia  rimr ¥y espectrometria de masas

{ver Tabla 1). El rerdimientoc fu@ mercr de 10%.

2 - Bromo — 4 — hidroxi - 1,4 — benzoxazin — 3 — ona. Ura mezcla
de 1 g de 4 - hidrexi - 1,4 — benzoxazin — 3 ona y .2 ml de
triclorobromonetanc en 10 ml de CCl., se calentd a reflujo con
agitacidén durarnte 16 horas. La mezcla de reaccidn se enfris a
temperatura ambiente, se filtré y el filtrada fué cercentrade a
sequedad. El residuc se recristalizé er éter de petrélec. El
rendimientoe fue 5%, EI espectroc nmr (B0 MHz, CCl,, ™Sy del
comﬁuesto bromads  fug similar al del compuesta iricial, excepto
Que la seial del protérn del C—& en el compuesta inicial abarecid

en ‘4,66(5,EH), mientras aque en el productes se  encartrd

< desplazada hasta 4,88 (s, 1H) .
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2,4 < Dihidroxi — 1,4 — benzoxazin - 3 - ona (DIBOR, 1b). Una

mezcla de 100 mg de 2 - brome — 4 — hidroxi - 1,4 — penzaxazin -3

w

- ona y 4 mg de AgeCO, en 20 ml de Ete0 fué apitada por 2 hrs a
temperatura ambiente. Luego se acidificé hasta pH S, se filtrd, vy
el filtradco se concentrd a sequedad. E1 residuc  se recristalizd

-

en éter de petréles para dar DIBOA, que fué caracterizade por

comparacién de su pf, R,, y espectro uv, corn los informados en la

litEratura (Virtanen y Hietala, 1960),.

2- Hidroxi - 7 - metoxi - 1,4 — benzoxazin - 3 — ona (lactama del
DIMBOA, 9). A ura sclucién de 1g de & - amims — 5 - metoxifernal
ern 30 ml de tetrahidrocfuranc secc, se adiciond desde un embudo de
decantacidrn 1,14 g de cloruros de dicloroacetila, La mescla se
dejé reaccionar por 16 horas a temperatura ambiente, Luenc se
adicicné HC1l diluido, la fase organica se lavd dos veces o©on HeO
Y se concentrd a sequedad. El residus se disolvid er NaHCOs CO.& M
Y s calentd a reflujcs por 30 miv. Luegs la solucidn =2 enfrid,
S& acidificd, y se extrajo con Ete0. El extractc etepresc S€ SeC6
Car Nae S0s  anhidre, se concentra, y se cristalize agreganda
bercenc a la scoluciér. EL producta (E5% de rendimiernto?) fue

caracterizada poar su pf, espectra uv, y de masas {Tabla 1}.
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Tabla 1. Propiedades fisicas Y espectroscépicas del DIMBOCAR y
compuestos andlogos.
Compuesto pf syv b & o *rmr 1H *rnmr tag *esp. masas
145d ze&(4) 3325 3,88(s,3H) C-2 = 93 211 (52)M-
290(3,8) 3150 Sy 78(s,1H) C-3 = 157 195(19)
2950 &, 8~7, 4§ €-5 = 114 165(100)
DIMEDA 1670 (my ZH) C-6 = 108.~ 154(19)
1610 C-7 = 15& 150(52)
C-8 = 104 138(49)
3 C-9 = 122 110(62)
e C-10= 143
., -
P 1Sz2d 255(3,9)
L DIBOA Z8E(3, 7)
s x
% ) 189% 256 (4) 3150 3,76(s,3H) €C-2 = 91 195 (42) M-
gf% 282(3,8) 1680 Sy 384(s,tH) C-3 = 182 166(10Q0)
i§? Lactama 1510 6, 6-6, 348 C-5 = 11¢ 150¢13)
v de 1160 (my 3H) €-6 = 108 138(25)
?ﬂ« DIMEOR 1030 8& (s, 1H) C~7 = 15¢ 124 (40)
%'; 10,76(s, 1H) C-8 = 104 110(48)
g, C-9 = 120
H C—10= 142
204 37 (3, 8) 4,68(5,2H) (-2 = &8 1E5(85) M-
c8€6(3,6) 7y 58(m, 4H) (C-3 = 160 120 (100)
9y 98(s,1H) C-5 = 123 106¢1Q)
2-H- C-6 = 116 I3(50)
DIEDA C=-7 = 124 78(31)
C-8 = 113 63 (88)
-9 = 130
C-10= 144
267 3,38 (s, 3H) 135(8) M-
N 290 4, 36 (s, 2H) 179¢73)
2—H- 6, 2-€, 96 167 (23)
bIMBOA (e, 3H) 1E5(¢27)
143 ¢100)
136(48)

a: espectros uv tomados ern EtOH (nm, log €)

b: espectras ir Kgr {cm-1t)

C: espectraos v 60 MHz, DIMBOAR, lactama de DIMEDA, 2-H-DIMEOA
tomados en acetoria-d¢, y Z-H-DIEDA en CCl, corn TMS, (&)

d: espectros de tag 20, 15 MHz tomados en DMSO~de (ppm)

€: espectros de masas de impacto electrénica, con

’ introduccién directa » 70 ev (m/e, intensidad relativa)
DIMEOA: espectros uv, ir, nmr ¢4 Y de masas (Woodward y col.,

* 1978), espectrao nmr *3C (loanrnou y cal., 1980)

lactama de DIMEOA: (Nagaoc y col., 1985)
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Descripecidn de las cingticas. ~ = * :

Las cinéticas de reaccién del DIMBUQ‘fueron~estudiadss por
dos metédos. El primeroc se furdamenta ern la propiedad de los
acidos hidroxdmicos de formar con FeCl, complejos coloreados con
urr maxims de absorcidén en 590 vm (€ = 1.600: l/mal cm) (Hamilton,
1964). Este metéde fue utilizade en el estudic cinétice de las
reacciores del DIMBOR corn distintos aminsdcidos (Niemeyver y col.,
138e8). El segundo método se fumdamenta en la presentia en el
DIMEOA de un cromdéforae con ur maximo de absorbancia en 290 nm (e
= 10,100 1/mol cwn). Este segurdo método, por ser mds sensible que
el antericr, se utilizé en la mayor parte de los estudics
cineticos de las reacciones del DIMEBOR con ticles Yy coarn amirnas

(Ferez y Niemeyer, 1385},

Reaccién _del DIMBOA con etanoticl. Se disclvié el DIMEOA (=00 mg}

ern tampén fosfatoc SO mM pH 8, v se dejd reaccicmar en una ampolla
cerrada a 45% por 24 hrs con un exceso de 15 veces de etarcticl.
La mezela de reaccidén fud extraida con Ete0, separada por
cromatografia en placa fina y analizada por espaectroascopia uv,

ir, y espectrometria de masas (Niemeyer y cal., 138&h).

Experimento de resonancia de _espin electrénico. E1 espectrc ESR

de una sclucidn de DIMEDA ©,03M y ME IM en borata O,1 M pH &, fue
temads en  un espectrémetra Varian V 4502, Las mediciones fueron
realizadas a temperatura ambiente con Ho = 3340 Gauss Y M;== . o

x 10% Hz,
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s - RESUL TADDS M
ESTUDIOS FISICOQUIMICOS
Reaccién del DIMBGOA con amincicridos. Se e
reactividad del DIMEBOA frernte & aminodcidaos

Caracteristicas guimicas, siguierndo ia cinetica

del DIMEOA en presencia de elleas (Tabla 2). 8Se

DIMEBDA se descomporiia mas rdpidamente ewn presenc

Tabla =z. Reactividad deil DIMBOA frerte a am

kg
Rmincodcido

o
)

xploeréd la posible

de diferertes
de descomposicidérn
encorntrd gue el

ia de cisteina.

Ircdcidoga

sa X 1032
(mir-t)

vilriguric
DL-Serira

L-Histidina

DL—-Rlarina

L~Hidr0xipr01;na

L-Cisteira 4
L-Lisina

L-Arginina®

5.7 + 0,41

mog
oo

fu

* Las condiciares fueron: (Aminocdcida) = 71,1 mM; (DIMROA) = 4,7
My temperatura = 31%; pH = 8, tampén fasfate.
* La reaccién con arginina no se pude aralizar poar este métoge

debida =z formacidén de

medician.

la compuestas  que

* Las desviaciores estandard de lac Cinéticas eon

no fueran calculadas, pues se realizé sdla una

interferian en 1a

presevicia de aa
pcr aa.
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- Reaccign del Dimeoa con tioles, Las Cirndticas de desaparicién de

. la Furcigpe hidroxémica desde scly

Cicnes de

o
—
e 4
By
)
D

(447 M) ern

k3

tampér, fosfatn (50 mm, PH 8) er presercia de losg ticleg cisteina

AT Py .
e

P

: (Cys), mercaptoetaral (ME) ditictreital (DTT) fuéron sSeguidas
P

i

j

colorimétricamente corr FeC1,.

) Se cebtuvierey Oraficos de primer
P

: %% orden er todag lasg Casas, a 1a ercs hasta des Pericdes de semi—
P ’

joe desaparicién, Corn constantes de veloridad Proéporciconales a las
£,

5 concefitracianes de las

ticles (Fig. 1), De las

Perdientes 4o

F* ! !
15 . ) 012 ~ -

e

‘“»Z —_

. "l'-

o C
U, T—
L, L3 |
Fo £ o *
;Egr X
ke
SR

14

e —
0r -
] ]
0 0.035 0.07

Compueste agrecado (M)

Fig 1. Constantes de velocidad de Seuda—primer arderi para
la-desaparicidn de l1a furncian hidroxémica desde solucianeg
de DIMEOA (4y 70iM)  on Presencia de pTT (@, Mm¢ ®) vy Cyst o)
en tampéw fosfata 50 mM, pH g y 28%, La i i

eje de las crdenadas Corresponde o la ¢

para 1g descnmposicidn espontérea dej DIMupn, La alanina
S8 usdéd para comprebgr- que la&sg Brupos  NH, Y COOH de ur

aminodcide No  alteraba sighiFicativamente Ia velocidad
abservadas,
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estos graficos ge obtuvieran las contarntes aparentes de segurdc

orden pPara las reacciores del DIMBOA con cisteira (0,54 mip-1

M)y ME (0,73 mim: -1, Y DIT (0,38 min-t M-1), ecie a1t i

valaor Corregido por 1lg presencia de dosgs grupos sulfhidriilco,

Reaccién del DIMBOA con etanotiol. Con e} ¢bjeto de estudiar los

productos de 1a reaccidn  dei DIMEOR cor ticles s= eligié el

evarctial, par ser  dste yr ticl de estructura simple. Sy

valatilidad impidié realizar estudias cirétices en las mismas

5
condicicornes realizadas  corn laos tiales antericores. De 1a mezcla
de reaccién ge aislaron  lcs productas 9, 12, y 13, gue fueror

3% arializados por espectroscopia uvy, ir, vy espectrometria de masas
e
Rhe (Niemeyer y col., 198&b),
ﬁ:?
Tt
g CH30 OH CHz0 OH
-
- Q skt
T SE¢t
{e v SH T OH
i H 12 OH 13 H H

Estas compuestos presertaran espectrosg Uv  similares al de

DIMEOHA, sugirienda 1a Presevncia de Cromé foros semejantes. Los

gspectroas uv 2 i obteridos dei Compuesta 9 fuerer idérnticos a

los  informados en la literatura para la lactama del BIMBOA

(Tiptorn y cale, 1967). La estructura fus ademas confirmada por

Sintesis independiente de! compueste (ver Materiales Yy Métados)y,

BA . El arndlisis de 1leasg espectros  de masas ebternideus para esteas

Ccoenpuestas indican aue tarnto jag iories maleculares come lag
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patrones de fragméntacién, Son  consistentes con las estructuras

propuestas (Niemeyer Yy cel., 1382b). .

Efecto del PH sobre 1la reaccidn. La reaccién del DIMEBOR carn
tioles fue estudiada erntre PHS y 12 4 traveés de les cambics
espectrales observadeag en la regién entre 240 y 310 nm. En este
intervala de PH, el producte principal er todos los cascs fueé la

lactam® 9.

Andlisis espectréscopica, AR valores de pPH alrededor de 8, el

espectra  inicial de la mezela de reaccién era e1 del DIMEOA

disociade con A e en 230  nm. A medida que la reaccién
transcurria, esta absorcisn desaparecia oradualmernte Y una
absorcidn a 259 riMy  Ccorrespordiente a 1g lactama 9, aumentabs
gradualmente, cbtemidérdose un purte  iscsbésticc ert 271 rim. A
valores de PH bajo €&, el espectro inicial de }ga mezcla de
TRaccién era el del DIMEBOR =sin disociar corn un N eaw O S63 nm \
otro en 286 i, de tal ferma que la abscrcigr del producte er
259 nm  quedaba Parcialmente ocults Por  los reaccicrartes. A
valores de pH sobre 9, el anidn tiolata, que absorbe fuertemente
bajo las 280 v {Friedmar, 1373, ccultaba 1a absarcign del
Producto. Si esta scoluciern se acidificaba hasta pH 8 ura vesx
termirada i1 reacciory, se revelaba la abscrcidn del producta en
€59 nm.

< Enr Consecuencia, ey todos  los casos  la cirndgtica de la

PRaccidn fue seguida a 290 rm, lengitud de onda en 1a cual el
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praeductc 9 presenta una absorcidn despreciable. ARlrededor de pH 8
la reaccién tambieér pudo ser seguida ern forma equivalernte er =259

A

rifil.

Aridlisis cinétics. Las cingticas de reaccidn del DIMEBDA frente a

uri excesa de ticl fueron de seudo—primer order ernn todo e}l

intervalo de pH estudiada. La ley de velocidad Para la reaccigrn

estuvce fBada por la ecuacién 1

-d(DHg)g /dt = Koans (DHa)g = h, (DH, Yy + ke (DHg)g.(RSH)g, {1)>

dornde DH, reprasenta al DIMBEOS comic ur dcido  dipréticea y RS-
representa un ticl; 1os kK, sor las covistantes de velocidad para
la descomposician deperdiente del pH del DIMEOA (Niemeyer y col.,
1982a) v los k, sSom las constantes aparentes de segundg orden

para la reaccién del DIMEIA con ticles. Estas fueron

determiradas de las pendientes de prafices Kaba concentracidn

=3

de tizl (Fig. &).

La variacién de ilas constartes aparentes de segundo ordern
com el pH, a una corncentraciorn dada de ticl, estan representadas
ern la Fig 3. La curva tiere un maximo a pH 8,3 para la reaccién
con ME, y a €,7 para la reaccién con el ester metilico d; la
cisteina (Cys—Me).

Las distribucicnes de las especies Presentes en soclucicres
de DIMEOA +« ME y DIMROA + Cys—-Me fuerorn calculadas usardo valores

de pKa de 1a literatura (Friedmarn, 1373). Los productas




E 3
£
z &5+ -
-
°
i #
. > »— = ] :
ol o—o—>0 —0 o i
1] ] ]
o 45 9
- Mercaptoetanol (mM)
Fig. &. Variacidén de la constante observada de seudo—-primer
orden para  la reaccién del DIMBOA (O, 08mM) con ME, corn la
concentracién de ME a pH 5,0 (W3 12,1 ()3 7,2 (M); 8,1(0),

a 28+,

(DHg 3 (RB-) vy  (DH-) (RSH)

la curva experimerntal de la Fig. 3. En consecuencia,
establecer las siguientes identidades, donde los subirndic
indican carncentraciones efectivas, ke representa
verdadera de segundo  orden  indeperndiente del pH, ks
conmstante de segundo ordern aparente deperndiente del pH, Y
fracciores molares.
k*ry (DH. ), (RSH): = ke (DH: ), (RS-, o ke (DH-), (RSH).
ke = k*ro/fTouafTan- = KrPo /ftou-Fanw
(H*)& + K, (H*) + K‘xg\ (H*) + Ka
kd = krr,

Ka

(H*)=e /

es

Pg

.F

variaron con el pH de la misma forma gue
fueé posible
"E"

la constante

la

las

{4)
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Fig. 2. Variaciérn con el pH de la constante de velocidad
aparente de segurds crden para la reaccidrn del DIMEOA 0O, 08
mM corr mercaptoetarol 8 (O), o con el éster metilico de
la cisteina 8mM ( ®) a2 287, Les valeores de kar,
determinados de 1a perdiente de unm grafica de
comcentracion de ticl (ver Finp. Z). Las curvas dibujadas
correspondern al  ajuste de cuadrados mivimos de los valores
experimentales a la ecuacidn 4.

fueron
Kasa vs.

Los valoares de las constantes verdaderas de segundo orden

Ke, Tueraon determiradas para la reaccién del DIMEDA corn diversaos

ticles. Para ME y Cys—Me, los valores de ke fueron obteridos por

urn ajuste de cuadrados mirtimos de los puritos experimentales

Presentados ern la Fig. 3y & la ecuacidrn 4. Fara cisteira, DTT,

acido ticlactico Y acida mercapteacéticoa, los valores de k, se

abtuvieron a partir de la ecuacien 4 usardo  sdélo un punto
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experimental. Al graficar el logaritms de la constante verdadera
de segundo

orden para la reaccién del DIMEOR con ticles vs. los

pka de los distintaos ticles (Friedman, 1973) se obtuve una
correlacién 1lineal de EBrornsted (Fig. 4), que indica que las
especies reactivas en solucién son el DIMEDA sin disociar y el
anidn ticlate. - ’
- T I T
L r -
- 3F -
o
-
I
= 2F -
o~
X
S
_.-1_ -
0L L I ! ]
7 8.5 10
PKaq
Fig.4. Variacién del logaritmoa de la constarte verdadera de

segurda orden para la reaccién del DIMEOA corn ticles, con el
pKa del ticl. La constante verdadera de segundce ordern, ke,
para cada ticl fué determinada a partir de la ecuaciér 4,
donde Ky = 1.85x10-7 y Ky = 1,26x10-11 gor las canstartes
de disociacidén del DIMEBOA (Niemeyer y cal., 13982a) vy Ky 1la
constante de disociacidén del tiol, Los ticles usados

fueron cisteina wmetil éster (1), cisteina (&), DTT (3}, ME
(4), acido ticlactico (5), &cido mercaptoacético (&)
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Efecto del grupo metoxilo del DIMBOA. Con el fin de pcoder
realizar estudios de reactividad Comparada entre el DIMEOAR y su
analoge demetoxilade DIEROA 1b, se determinaron los. pKa del DIMECOA
(6,74 % 0,05) y del DIEOA (6,79 £ 0,04}, La similitud;de estos
valores permite suponer que la reactividad relativa de ambos
acides hidroxdmicos (constantes verdaderas de segunda  orden, Ke)
son directamente comparables a traves de las constantes aparentes
de segund® order, a4 cualguier pH. Urn grafico de Koene vS.
corncentracidén de rcisteina (Fig. §) muestra la influencia del

grupc metaxilo del DIMEBOR sabre su reactividad hacia tioles.

10 - -
lC: O
£
8 St y
o
=
.
o
-
- ——=» i
0Or
] 1 1
0 4 8
Cisteina (mM)
Fig. 3S.. Varijacidn de la constante de veloacidad observada

para la reacecidn del DIMEOR 0,08 mM (O) y del DIROA ¢, 08
M (@), con la cisteirna en tampén fosfato O,1 M, pH 7,5 a
44,

-

=

e
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Estudios de resconancia de espin electrénico. Conbéi oﬁaéto de

34
S

% analizar la posibilidad de que la reaccién del DIMEOR con ticles
§;1 ocurriera via raéicales libres, una solucién de DIMEOA (0,02 M) Y
i

gf ME (1 M) en tampén boratc 0,1 M pH 8; fué scmetida a andlisis. No
géf se detecté sefial en el ESR durante la reaccibn, lo gue sugiere el
%; pr?dominio de uma via heterclitica.

L

T
e

g Reaccidw del DIMBOA con aminas. El tautdmerc de cadera abierta
% del DIMBOA, 2, puede reaccionar con rucledtfilos na reductores a
% * través del grupc aldehido. Esta  posibilidad fué explorada
: estudiande la reaccidén del DIMBOR cor aminas primarias, como
i butilamina y lisina, en solucirmrnes etanélicas Yy acuosas.

}

gg La cinetica de la reaccidn del DIMBDOAR con estas amiras Fueé
.

é“ estudiada espectrofotométricamente er la region entre 240 y 400
'%% vim., A medida que 1la reaccidn transcurria, se cobservé 1la
i- desaparicién del croméforo del DIMEBOA a 290 nny, Y la aparicidén de
i un riveva cromdéforo en 340 ri, produciérdose um puntc isoasbhéstico
€3 ernt 317 rm. Ura vez terminada la cinetica, la mezela de reaccidn
}; fue tratada con NaBH,, y se cbservd la desapariciérn del crcméforo
%” en 340 nm junto con la reaparicién del croméfore en 290 nm (ver
é? Materiales y Métodas).

i Reaccién del DIMBOA con la butilamina. Se eligidé para um estudic
{%;‘ mas acabadoe la reaccidn del DIMBOA con la butilamira ya gque ésta
ii =1 una amina simple, de baja wvolatilidad y suficiente

"+ solubilidad.




33

Productes de.- la reaccidn. - Se hizo* reaccicnar- el DIMBOA cor la

butilamina en proporciérnr 1:100 en etancl. De la mezcla de
reaccidén se aislaran dos productos: MEOA 3, que es el products
de descomposicién del DIMEOR (Eravo y Niemeyer, 1985), y el
compuesto 10, que fud caracterizado por espectroscopia uv e iw,
v de  protornes, y espectrometria de masas. No  fué pasible

detectar el compuesta 11.

Ardlisis ciréticc. El andlisis de productoes de la reaccidn entre
el DIMEOA y la butilamima demcstrod que el producto aislado, 19,
proviene del ataque rucleofilico de la amiva a los dos grﬁpos
carbonilc del tastémero de cadera abierta del DIMEROR, 2. En
consecuencia, fué de intéres aralizar el ordern de esta reaccién
con respects a la amina. Se estudid la cirética de la reaccidén en
condiciornes de seudo-primer orden a distintas concentraciones de
butilamina. Se encontré gue la constante observada variaba
linealmente con la corcentracidén de amina (Fig., €), 1o gue
demostré que la reaccidérn es de primer ordern con respecto a la
amina,

La reaccién entre el DIMEOA y la butilamina puede ser

representada  por el esguema 4. Si en este models cirgtico

Esquema 4

kglRNHg) _ ks(RNHp)
K-z

DIMBOA

ky

3 *
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w S& supane que 11

Se ercuentra en baja Concentraciar,

{ricc Fue
detectade experimentalmente) er

estadc
formaciﬂn de 10 es

estacianaric, Y Que la

la etapa lenta de ila Feaccidrn (1a reaccidn
eritre upn aldehidc reactive Y ura anina eg uria reaccidn dge
eguilibria rdpidea (Martin, 1964), 1a BXpresidrn de velaocidad Para
1a formacien ’

de 10 queda definida por 1a BCuaci gy

5. 8i ka » Kog,
esta ecuacidn se reduce a 14 ecuacidy

&.

d(10) ka ke K(DIMBgg) (RNH, )=
Vs e T 0 (5)
d(t) K-e + ki (RNH, )
d¢11)

V = e o

= ke K (DIMBORA) {RNH, ) (6)
g(t)

En cendiciones de seudo—pripnes, order, en

Que (RNHz ) »
(DIMBROA) 315

velacidad toma 1a foarma

V = Koy, (DIMBDQ), Y Konoe =
ke K (RNH, ). Ern consecuencia, la Pendiente dgj Orafice de la Fig. ¢
representa 1a constarte de Segundo crder para 1a eaccidn ertre

el DIMROA y la butilamina Multiplicads [=1e) S Constante de
2qQuilibyrjg para 145 apertura del hemiacets) del DIMEDR, ¥y la
ihterseceidn de dichno

Orafica representa ia descomposicidn del
. DIMEOA e, etanal (K = 3 x 10-a Mirv-1t), Este valcy Séria alpgao
e
Mas altc

que el valope deterninadea experimentalmente para la
deseompasicidn del DIMEOA 2N etarnal (K = 3.2 x 10-a

I

Min=t) debjde
Lla asociacidn dcido-base ertre egj DImMeoa

L

Sumert 5 la

v e '

la butilamina, gqus
reactividad de) SXigerc hidPoxémicg_

Otra Mecanisme que daria cuentg de las resultadog Cingticas
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A b P P OCH 3

H RNH2
DIMBOA E,",‘,,: \@NIV Rapde ©

se descartd ya que el compuesta 8 no reacciond corn amiras.

a-
-
= .
]
£
E
-1
o 4 .
b4
2 ™
[=]
-_
0+
. i
o) 0068 0.136

Sutilaminz (M)

Fig. &. Variacidén de la constante de velccidad cbservada
para la reaccidn del DIMBUA conm la butilamira en etanol, con
ia poncertracién de la awmina. E1  vales de la ecenstante de
segundo ordern determinada de la pendiente de este grafica
fue 0,49 min-t M1, y el valor de la constante de veloocidad
para la descomposicidn espontdnea del DIMBOA ewn etano)

determinada de la interseccidén de este grafico fué 9,3 x
10-2 min-1,

Efectoc del pH sobré 1la reaccién del DIMBOA con aminas. Loc
estudios del efecto del pH sobre la reacciérn del DIMEROO con
aminas fueron realizados con la lisina, debide a gue es urn
aminoaéido de importancia en el process de catdlisis de muchas
enzimas. La desapariciérn del DIMROA en presencia de un excesa de

lisina (100:1) fué seguida espectrofotométricamernte en  la regidn
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r

entre 240 y 400 rm. Las cinéticas fuerorn de seudo-primer orden en

[ e *

ik :

2l rarngco de PH;estugiado (pH 7 a 1&2). La ley de velocidad esté&
dada por la ecuacidn 7, donde DHa representa al DIMEOA, lcs
subindices "t" indican corncentraciores totales, los ky san las
comstantes de primer orden para la descomposicidn esportdnea del
DIMEBOR a leos distintos pH, Yy los k*r, son  las constantes
apare;tes de segundce orden para la reaccién del DIMEROA con la
lisina, que en este casc incluyen la constante de eguilibrico

entre el DIMBOA y la especie 2.

d(DH: )
- e = Kone(DMg): = k;{(DHg), + k**o (DHz). {RNH:), {7}
dt)

Corociendn los valares de los K, a los distintos pH, es
posible determinar los Qalores de los hkad,, Cuands estas
constantes fuerorn graficadas en  funcidn del pH (Fig. 7)), se
cbtuve una curva tipo campana oo un maximo en pH 10,8. A pH =
8,5 el valor de kKewe fué igual al valore de k,, indicando que el
DIMEOA ro reaccicna cor: la lisina a esos pH (k*?P, = ). DIMBDOR es
urt acido diprétics, por 1o gque la constante de veloecidad aparente

de segundo orden puede descomporerse en la siguiente expresion @
k.’a = k. (DHQ ) (RNHQ ) + kh {DH-"- } (RNHQ ) + kp {(D--) (RNHQ ) (8)

El ajuste a la ecuaciétn 8 de los puntos experimentales de

ka®, a los distintces pH, se logrdé cuando se uséd en el céleculo de

e ——
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la distribucién de especies los pKa del DIMBOR y &1 pKa del grupe

Té

€~amine de la lisirna. Este resultadeo sugiere gque e} DIMEDA s6lc
reacciona con el grupo €—aming de 1la lisina. Esto fus comprobada
estudiande la reaccidn del DIMEOA corn N-o—acetil-lisina a pH >

8,5, que gerera una curva similar a la de la lisina (Fig. 7).

Efecto del borato sobre la reaccién entre el DIMBOA y la lisina.
El bnratc'cataliza la descomposicién del DIMBOA & través de 1a
formacidn de un Cocmplejo com el tautémere de cadena abierta del

DIMEOA, 2. Este complejo catalizaria la reaccidn de

o7L

Fig. 7. Efecto del pH sobre la constante aparente de segunda
arden para la reaccién del DIMBOA corm lisima (® ) y con N-g-
acetil-lisiva (O). Las valores de ks», para cada pH fueran
determinados a partir de la ecuacioén 7. La curva representa
el ajuste de laos purtcos experimentales g la ecuacién &.
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descomposicién del DIMEOR ya sea desplar-andc el equilibric del

DIMEBOAR hacia su _ tautémera de cadera abierta; o aumentarnde la

polarizacién del carbonilo aldehidics del DIMECA abierte (Férez v
Niemeyer, 1986).
L
La velocidad de la reaccién entre el DIMEOR y laalisina er

preserncia de SO mM borata fue estudiada a distintcs PH en furncién

de "la concentracién de lisina (Fig. 8). En todos los  pH

estudiados la constante de velocidad wohservada varid lineaimernte
-

coar la concentracién de lia lisirna, indicardec gue la reaccidén es

y de primer ordenm cor respects a ésta. De las pendientes del

grafico de 1la Fig. B8 se determins la constante de velacidad

30
T
£
E
o~
O 15} ®
x
o
L
o
-
0 -
1 i L
o 12 24

Lisina (mM)

Fig. a. Variacién de la constante observada de seudo—primer-
crden para la reaccién del DIMEODA Oy 08 mM corn lisina, con 1la
concentracién de lisina a pH 7,5 (®@); 8,5 (AY; 11 (o).
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aparente de segundo orden. Al graficar estas constantes en

furciérn del pH {(Fig.

9) se obtuve unza curva mas compleja que en

- -

ausencia de borata. Rdemds, ern presercia de borato el DIMEOA

reacciona con la lisima hagsta wvalcres de PH mi&s bajas que en

ausencia de borate. Los datos sugieren que en estas cordiciones

reacciona el grupe e-amino de la lisina. Fara camprobarla, se

Rizo reaccionar el DIMEOA con N-€~acetil-lisina en preserncia de

S0 Qy borato entre pH 7 v 12, A1 graficar la coﬁstante aparernte

de segurndo orden e furicién del PH se abtuvo ura curva tipo

campana cor un madxime centrado en PH 8,5 (Fig. 10, que irdica

que en presencia de borata, el

grupa g—aminc de la lisina
reacciona corn el DIMEOA,
¥ ) 1
0B | -
_—~
1
=
.lE 04t -
E
a
o
X
or ] i3 ] ]
7 9.5 12

pH

Fig. 3. Variacién con el PH de 1la constante de velocidad

aparernte de segundc crden para la reaccidén del DIMEOAQ Cy 08
mM con lisina 8 mM en preserncia de boratc S50 mM.
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Fig. 10, Efectc del PH  scbre la canmstant
aparernte de segurdo crden para la reaccién
mM cor N—-e—acetil-lisira & mM a 287, er prese

ESTUDIOS ENZIMATICOS

Reaccién del DIMBOA con la papaina. Fara estud

del DIMEOR con grupos sulfhidrilo ern  un enzimna,

—_

models la papaina (EC S 4. 22.8), por preserntar e
trnico residuc de cisteina libre en 1a mclécul a,
sitio active (Cys—-&5), y por conacerse corn detalile

Y Su mecanismoc de catalisis {(Lawe, 197€).

ra
-

e de velocidad
del DIMEOAR O, 08
ncia de borato.

iar la reaccidn
se eligid comao
sta enzima un

ubicado en el

su estructura
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Andlisis cinético.

el logaritmoc de la actividad residual decrece linealmente

tiempa. A concentraciornes mencres que

logaritmicos producern curvas can

tiempo (Fig. 11),

perdientes gque

] 47
- By N .

A corcentraciones de DIMEOA maycres que 5 mM,

con el
=

= mMy los griaficos semi-—

aunentan cor o1

100 |
50
S
Newper O
Q
<J
a
L >
— 20
QO
<
10 J
| i , I
o) 120 240
TIEMPO (min)
Fig. 1i1. Cingéticas de

concentraciones de DIMBOA: 0,95 (m)
mM er  tampén fosfate 50 o, I =
mezcla de reaccién corsistid  de
a ajustes de cuadradcos minimos de

& la ecuacisdn 9.

Las constantes de

porcidn  lireal final de las curvas,

saturacion con

inactivacion de papaira a diferentes

v L (D), 3 (0), 8 (e)
U,1, pH = €,8 a =8%. La
1,1 % 10-3 m papaira,

= x 10-* M EDTAR y DIMEOA. Las curvas dibujadas correspondern

lose puntos experimentales

velacidad cbservadas determinadas de la

nmuestran un  efectso de

la corcentraciér del DIMEOA. Un orafico de debles
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VECIProcos Con Keae Y Concertracidn del DIMEBOA gerera
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recta (Fig. 1&}.
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ura lirnea
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x 2 NG
~
o
0.
o) ! 2
[/DIMBOA (m M)
Fig. iz. Grafice de deables reciprocos  de  1a porcidn

lineal de las curvas de inactivacién de la

papaira por el
DIMEDA er: tampér fosfato S0 mhM, I

= 0,1, pH 6,8 a =&+,

Este comportamients Cingtico fue similar en tado el

intervalo de pH erntre PH 3,5 y 10. Ur models ciréticoe que da

cuenta de estas cbservaciares se muestra en el esquema S. En éste

se pestula la formacién reversible de un complejo entie la enzima

y el iractivador, que postericrmente reacciona para dar la erizima

modificada irreversiblemente (Ritz y Wilsan, 1962).
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Esquema 5 4 - ” . S F e

E + 1  ——--—--=moo= o= EI

La solucién watemadtica pgerneral para este modelo cinético esta
%

dada por la ecuacién 9 (Childs y Bardsley, 1974), donde m: ¥ Me

(E + EI} by kp {ID ke ko (I}
——————— 2= @ %t 4 —mme————— Tt (9
(E), my ey —mg ) ) mg (m; —me )

son los  reciprocos de  leos tiempes de relajacion {constantes de
velocidad cbservada para cada una de las etapas del modela), vy
estan qelacicnadas con las constantes microscédpicas a traves de

las ecﬁaciones 10 y 11 (Cornish — Bowden, 13793).
my= 1/2 (ke (1) + ko + ke + Flky (1) + ko + Ke)? = fk, kg (1)) (10)

me= 1/2 (kg (1) + k., + ke — Jlks (I} + Koy + Ked® ~— a4k, ke (1)) (11D

=

El ajuste de los puntos experimentales a pH S (Fig. 11) a la

ecuacidrn 9, a través de un metédo de regresicrnes no lirneales, dib

—

los valores k, = 2,5 + 0,8 min-tM-*, K.y = 0,042 min-* y ko =

0,065 £ 0,044 min-!'. Los valores de las constantes de velecidad

observadas de 1la fase lineal cobtenidos graficamente, fueron

censistentes can los valores obtenidos por el metédo de ajuste

.

(Tabla 3). , )




ar

Tabla 3. Valores de las constantes de velocidad cbservadas
de la fase lineal de la inactivacién de 1la papaina por el
DIMBOR ern tanipér acetate pH Sy 28°, obtenidc graficamente
(Fig. 11), y por ajuste de los purites experimerntales a la
ecuacisn 9.

DIMBOR, mM mg {mMirn~t)= me {Min-t)*®
8 Q, 065 0, 068
3 0, 055 o, 062
1 o, 049 Q, 047
0,7 0,034 o, 036

* valores calculados por ajuste de los puntos experimentales a
la ecuacién 9,
b valores calculados pgraficamente.

Cuandoc urico de los  térmirnos exporenciales de la ecuacidn 9
predomina sobre el otre, la constante de veiocidad obhservada toma
la forma de la ecuacidn 12, que se reduce a la ecuacién 13 cuandc
ke (I) 3> ke (Childs vy Bardsley, 1374). De la forma reciproca de
esta ecuacidn, 14, es posible calcular el valor de la comstante

de discciacién para el complejo enzima - sustrato, Ke, y €1 valor
de la constante de inactivacidn, kq.
kg ( k: (I) - kg )

kane = {12)
ki (E) + oy = ke

Ke
(13)

knl- =

1 + K, /7 (1)

4
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Efecto de 1la temperatura sobre la inactivacidén de la papaina por
el DIMBDA. Se estudié el efecto de 1la temperatura saobre la
constante de inactivacidn ke, ¥y la constante de disociacidnm HKa,
para la inact;vacidn de la papaina por el DIMBDOA, a pH é y pH 10.
Las wvalores de las constantes fueron calculados uwsando 1a
ecuacifn 14, para 1o cual se realizaron experimentos de
inactivacidrnm a distintas concentraciornes de DIMBOR para cada

temperatura y pH. Los graficos de Arrhenius tanto para el In ke

come para el 1ln Ke/Kys a ambos pH fueron lineales (Fig. 13) . Esto

T L) T
6 -
o]
al| N
| g |
IE °
T‘: — 2r .
E T
g E
~ — or T
N N
- -
ed L
£ £ Lt i
-4k o
] 1 ]
332 2.42 352
0% T (K™Y

Fig.. 13. Braficos de Arrhenius para 1la inactivacidén de la
papaina por el DIMBOA a pH 10. Los valores a pH 5
resultaror también lineales.
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indica que no se producen cambios de mecanismo en la reaccién del
DIMBOA corr la papaiva a las distintas temperaturas (Roberts,
1977)y, vy por consiguiente, que el DIMBOR reaccioraria con ur

anice residuc de amincicido de la enzima.

Efecto de sustratos sobre 1la inactivacién de la papaina por el
DIMBOA. La velocidad de inactivacisn de la Papaina por S omM
DIMBOR, en presencia de diferentes concentraciones de los
sustratos BAREE y BBGEE, fue estudiada a pH 6,8 (Fig. 14). El1 EREE

entre 0,02 v 0,3 M no protegid a la enzima contra la inactivacidn

por S mM DIMEOA, mientras gque el BBEE 1la protegié casi

102 Kingct (min~ )
W
in

Sustrato (mm)

Fig. 14. Cinéticas de inactivacién de la papaina por DIMEOA
S mM DIMBEOR en presercia de diferertes concentraciones de
BREE (©) y BGEE ( ® )}, ern tampérn fosfato SO mM  pH 6,8, a

za<.
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ﬁiﬂ completamente *a concerntraciéi¥ 0,05 M. Estos resultadeos sor
gg similares a los cobtenidcas par  Sluyterman (1968) para 1a
%P inactivacién de la papaina por dcido clorcacetico, vy sugieren
*

%: que, tal cémo sucede en ese casc, el DIMEOA reacciona con aloan

%

s

BN

vesiduo de aminoiacido del sitio activo de la enzina. t

v

Titulacién del grupe sulfhidrile de la papaina. La papaina fué

irncubada con el DIMEDA, y tante el titule de ticl como ia

kY

e actividad fuerornn medidas en forma paralela. Se abtuvo urna
¥

o 3 carrelacion limeal entre estas dos variables cornn  una pendiente
L

el cercana a uno {(Fig. 1%. Este resultadco sugiere gue 1&
NI

=y

e

= T 7 T

Ay

kX 100

e e Al L

=

a

]

T 50

=3

4

+J

(8]

-

0 —
1 1 [
0 50 i00
SH (%)

Fig, 15. Froporciconalidad entre la actividad y 1la pérdida
del titula de tiol de la papaina, expresadca como porcentaje
de los valores iniciales, durante la inactivacién de 1a
enzima pcr DIMEOR 10 mM. La actividad especifica inicial fue
8,3 pmales/min mg prateina y el titulo de ticl 0,57 noles
de SH/mol de enzima.
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inactivacidén de

de este compuesto cor el residuoc Cys—

Andlisis de aminodcidos de la papaina y de

por el DIMBOA.

reacciconar con la papaina sélo

realizaror ardlisis de aminrc

papain® modificada por el DIMBOA (Tabla

mxdifica el

54

la papaina por el DIMBOQ proviene de la reaccién

25 de la enzima. "

la papaina modificada

Fara

Cori el objeto de comprobar gue el DIMEDOA al
residuc Cys—325, se

dcidos tanto de la papaina como de la

esta la enzima

activa fué carboximetilada cen &cida yodoacetico y postericrmente

sometida a andlicsis,

irnactivada pcor

Tabla 4. Niamero de residuas

Otra

luego

fraccidn

algurics

activa

de la enzima fus

carboximetilada com &cido

amirmsdcidos en la

papairna y en la papaira modificada por el DIMEOA.

Amincacidos I II I1I
Try rd rid 3
Lys 9.5 10.4 10
Arg 12.0 12.0 1z
CM—-Cys= 1.5 0.5 i
Asp 19.7 12. & 15
Thr &.5 7.7 8
Ser 2.5 3.1 13
GBlu 2. 0 20,0 20
Fro 7.8 3.6 10
51y 2E. 8 27.8 &8
Ala 14,0 14.8 14
Val 17.0 1.8 18
Ile 10. 3 12.0 1z
Ley 11.3 11.0 1=
Tyr 19.3 19. 3 139
FPhe 4.2 4,1 4

I: Papaina tratada corn Acido yodoaceticao.

II: Papaina inactivada con DIMEOA Y luega tratada con &cido

IIIs

yadoacetico.
Glazer y Smith (1971).
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yodoacetico y posteriormente sometida a arn&lisis. El cambio mas

e

significativo es el de la cisteina, que disminuye

[

G

i SR e it LA T

considerablemente en la enzima inactivada por DIMBOR (Tabla 4).
Ev las condicicnes experimerntales empleadas, la determinacién de

v

serina no es confiable (Glazer y col., 13973).
Eéecto del pH scbre 1la velocidad de inactivacion de la papaina
por el DIMBOA. EI1 efectos del pH sobre la inactivacién de la
papaina por el DIMEDA fué estudiada entre pH 32 v 10 en presencia
v de S5 mM DIMBOR. A esta corncentracién de DIMEOR se abtuve un
efecto de saturacion de la enzima en todes los pH  estudiados. La
dependercia de la constante observada de seudo—primer orden con
el pH se muestra en la Fig. 16. ©Se observan dos puritos de
inflexidén, en la region correspondiente a  las constantes de
discciacién del par Cys—-His de 1la ﬁapaina (Lcwe, 19763 Johnson y

col., 1981; Lewis y col., 1381) (Esquema €.

Esquema & ﬁH ® N
NH
/K, /K yd
* E\ — E\ => E
SH s® \se

DIMBOA | k, DIMBOA | k¢
N=His-159
S=Cys-25

Si se supone gue el anién ticlato es el rnuclesfilc reactiveo
y que tanmto el DIMBOR, cuy:o primer pKa es 7 (Niemeyer y col.,
198&a), Ccomc su base conjugada son igualmente reactives como

electr6filos frente a la papaina, se obtiere la ecuacidn 13 para
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purnitos experimentales a esta ecuacidn.
LR .

NaCl, a 28%. La linea continua corresponde al ajuste
puritos experimentales a la ecuacidn 135,

fbos valores para las constantes cinéticas obtenidas del
fueror ky = 3,75 x 107 min~!' vy ke = 3,99 x 10-%! minm 1,
las coanstantes de disociacidn fueron pKy, = 4,55 pFe = 8, 4.

reacciones de la papaina (Lowe, 1378).

A
<

43

FF
i!j‘i;e-ﬁ ‘:"

=11

e modglg. La curva de la Fig. 1& representa. el ajuste~ de los

IR 4 Ky K. 4
Ko = + (15)
e 1 + (H) + K 1+ (H*) + (H)® 1
- K‘ (H') Kﬂ Kl. K@
- 04 | -
- 4t
'
- £
~ g of
' £
' c *
E 4]
- 02 |9
G
o
k=
g
Qo
1 1 1
3 65 10
pH
Fig. 16. Comstantes de seudo—primner ordernn para la

inactivacidén de 1la papaina por S @M DIMEOA en funcidn del
pH. Los tampornes usados  fueron: S50 mM formate, acetato,
MES, fosfatzs, borate, y carbonate, I = 0.1 ajustada con

de laos

ajuste
Yy para

Estas

Galtimos valares sorn muy similares a los informados para obfras
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Efecto del pH sobre la constante de asociacitn de la pabaina por
el DIMBOA. El efectoc del pH sobre la asocciacitrn del DIMEOA con la
papaina fueé estudiade entre pH 5 y 10. El valer de la constante

de discciaciérn se determind usandca la ecuacién 14. Fara estay; fué
necesarid-; realizar estudios de inactivacién de la enzima &
diferentes concentraciones del DIMBOR para cada pH estudiado. En
la tabla 5, se muestran los wvalores de las cemstantes de
discci&cién HKa, de inactivacién ke, y del cuctiente de ambas, que
representa 1a constante seudo—-bimclecular (Lermette y Flapp,

1373) para la reaccién entre el DIMEOA y la papaina a los

distintas pH.

Reversién por DTT de la inactivacién de la papaina por el DIMBOA.
Se agregtd DTT en distintas concerntraciones & Una solucidn de
papaivia inactivada por DIMEOR y filtrada para eliminar el Exceso
de inactiwvadm+ (Fig. 17). Al grafiecsr el parceritaje de la
actividad recuperada V¥s. la comcerntracion de DTT {(Fig. 18} se

abtuve una curva hiperbolica.

Estudic de productos de la reaccién de la papaina con el DIMBOA.
Ura mezcla estequiocmétrica de papaina activa ¥ DIMECA fue
ircubada ew tampén carbomnato 50 mM, pH 10 a £8% por 1 hr. Rl cabc
de este tiempo la enzima habia perdido totalmente su actividad.
Cuarda la papaina fue incubada en las mismas condiciones  pero en

ausencia de DIMROAR, no  Se ~bservé pérdida de la actividad. La

proteina  fue luego precipitada con HC10. y separada por

e
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Tabla &S. Valores de las constarntes de dis-:uéiacién Ku g de
iractivacidr kKa, y del cucciente de ambaz, entre pH S y 10. Las

‘,, valeares fusraorn determinados usarndo 1a ecuacidn 3. Las
. concentraciones del DIMBOA fluctuaron enmtre 0,1 y 5. Los tampornes
o usados fueron: acetate, fosfato, piroefosfato, borata, y carbonato
20 mM, I = 0,1 ajustada cow NaCi, =8%<, ,

pH ke Ka % 103 kg /Mgy ® 10-8

' - (mivm ) (M) (mire1 M-t)
H

S, 0 0, 0014 1,8z 0,078

£,8 0,072 O, 44 i,6

7,1 0, 138 O, 3 4,4

7y 4 0, 146 0, 22 &,6

= 0, 176 0, & 7y &

8,0 O, 24 O, 14 14,3

8,% Q, 827 0,1z i8,5

8,7 0,213 0,45 4,93

&,8 0, &36 0, 54 4,7

3, = 0, 275 0,58 4,6

9,5 0, 290 0,81 32,9

10,0 0, 340 1,53 .3

-

o
R
.
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Fig. 17. Cingticas de reversidén porr DTT de la actividad
enzimatica de la papaina irnactivada po- DIMERDA. Las
concentracianes de DTT fueron: 0,025 ( O Y, G035 ( @), 0,1
(8, 0,35 (Q), 0,5 ( &), 1 (@), Yy S ¢ O ) mM. Estos
estudics fueron realizades en tampén fosfateo S0 mM, pH &,8 a

=67,

centrifugacion, y el sobrernadante fueg neutralizade y aralizado
por HPLE  (ver Materiales y Metcodeos). No se detectaron sefales
atribuibles mi a DIMBOA ni a su lactama 9. Bajo  las wmismas
condicicones, el arndlisis por HPLC de la vreaccidn del DIMEROA con
ME indica la presencia de DIMEDA residual, de su producto de
descnmpbsicién, 3 (Brava y Niemeyer, 1385}, de su proaducto de
reduccion, la lactama 9 (Férez y Niemeyer, 19835, y de la forma

axidada del ME. Este tesultadao sugiere qgue la inactivacién
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Fig. 18. Recuperacidén de 1la actividad de 1la papaina
inactivada pocr DIMEORA, pots agregado de distiwntas

corcentracicornies de DTT.

de la erizima por el DIMEROA ccurre a través de la union covalente

del DIMBOA a la erzima.

INARCTIVACION DE LA PAPAINA POR ANALOGOS DEL DIMBOA. For analogia
con las obzervaciones hechas en solucién acucsa (Férer Y
Niemeyer, 19835), el DIMEOA podria reaccionar corm el residus Cys~
25 de la papaira a traves del nitrégenc hidroxamica, o a traves
del caébanilo aldehidica del tautdémers de cadena abierta del
DIMEOA, 8. Con el objeta de distivguir entre ambas posibilidades

se sintetizaron los compuestos 7, 8 ¥ 9. Los compuestos 7 vy 8 nic
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%é pueder: formar el tautémerae de cadena abierta, y por tanto no
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poseer un grupe aldehido reactive dispenible para la reacciér. En

el compuesto 9, el caracter electrafilice del &toma de nitrégens

§§ es meror que el del nitrégerc del DIMEBOR. Los estudics de
%% inactivacidn por estos andlogos  fuerorn realizadas en tampén
%g fosfato S0 mM pH £,8. E1 compuesta 8 fué el nmico que inactivéd a
%% la papaina (Fig. 15). Las cinéticas de irnactivacién fuerarn
T; similmres a las del DIMEROA, Yy se ubservd un ferndmeno de

saturacion de la enzima & concentracicries mayores que S mM. Las

constantes de inactivacidn y de disociaciérn, calculadas usando 1a

ecnacidn 14, se muestrarm ern la tabla 6.

FTey
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Tabla E. Valores de las corstantes de imactivacisén Ke , de
discciacién Ks, calculadas usando la ecuacién 14 para la
inactivacién de la papaina por el DIMROA Y po 21 compuesto
8, en tawmpdn fosfTato SO mM, pH €,8 a 287,

:{‘ -3

S

R AT

Y

Wﬁ ke {minm-t) 103 M, (M) 1028 kg /Ky (maivn-t M-1)
|

DIMEOCA O, 078 O, 44 1,6
; &—H- 0, 092 1,28 0,67

. D IMEOA
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SO M,

Estos experimentas

residus  de

hidroxdmico,

Cys—-25

Yy que

Cinéticas
diferentes corcerntr
(A); 2,75 (A,
pH &,8

60

Tiempo

iractivacién
acionmes de E~H-DIMEDA, 8
(®) mM en
0,1 ajustada con NaCl, ca»

y 8,25

sugieren que
papaina

metoxile

considerablemente =u reactividad,

120

de

traves
posicidsn

coms se encontré

de la reaccién de la cisteina con DIMEGA y DIRORA

papaina

Y

a
1,65
fosfato

el DIMBEOA reaccicha con el
rnitrdgera
7 aumenrta

2l estudiao
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" T DISCUSION
Reaccién del pimpon gon tioles. EI1 DIMegA Teacciony o sclucidn

acuosa con rincledfiles Coma ticles y  aminas. La reaccidn oo

ticles gerera Productos de reduccidn (lactams del DIMEQQ, 9 y de

adicidn (hemiticacetales 12 v 13). En todo el Parge  de pH

estudiadea =1 praducta Principal fuéd 1a lactama.

La ausericia de

sefal Bn el ESR durarnte 1a reaccién del DIMROA cor

ME, sugiere
que es poce  prabable Que la reaccidn Courra a traves de W
Mecarnismo de radicales libres. Varias mecanismos 10riiggg (Esguema

7} pueder ser sugeridos, ya gue el DIMEDA poses agj

Meros $trec

certros electrofilicas Susceptibles de ser atacados par ticles

para dar la lactana 9.

Esquema 7

CH30\©IOIOH
N ]
18 I
OH
CH40 OIOH CH;30 OIOH
o e

14 RS RS, H

Pz
oL
1°

? 0
9 H

w2
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La reaccién del DIMEORA con mercaptoetancl generd su
disulfurce comc producte de oxidacién del tiol, lo gue sugiere gue
el mecanismo que incluye el atague del tiolate sabre el axigenc
hidroxdmico no es importarnte. El grupo metoxilo en  la molécula
del DIMBOAR provoca un sustarncial ircrementc de la reactividad en
relacién a su andloge demetoxilado, DIBOA. Este efectc no puede
seé racicnalizade por el mecanismo en el que hay atague scbre el

anilla apomatico, ya que se esperaria que el efecto dador de

electranes del grupa metoaxilo disminuyera la velocidad de
reaccidfn con respecto a1 DIBDA. Este efecto puede ser
raciconalizado pot el mecariismec de ataque al nitrdpgerc

hidroxdmico, a través de la esiructura resorante 13, gque seria
BI
N">0°
15 !
COH

estabilizada por el efecto dador de electrores del grupo
metoxila. Un argumento adicional en apoys & este mecanismo
se encuentra en el aislamiento de un intermediaric similar a 14
de la reaccidn entre 7-metoxi-4-acetoxi—i, 4~benzoxazin—3-cna con
etarmmtical (Hashimaoto y col., 1979},

Estos resultados sugieren gque el mecanismo mds probable para
la reaccién del DIMBOAR con fioles em solucidn acucsa consiste en
el ataque rucleafilice del anidn ticlato sobre el nitrégernc
hidroxdmico del DIMROA con salida del grupa hidroxilo y formacion

del intermediarioc 14, el cual postericrmente reacciona con otra
) &
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melécula de ticl o tiolato

correspondiente.

Reaccién del DIMBOA con la

i &5

para generar el dishlfurq y la lactama

o

papaina.

Residuo reactivo: Cys—23.

actividad residual de la&a

Los graficos semi—logaritmicos de la

papaina en funciér del tiempo, no son

que S mM. Este

DIMEOR

de mMerncres

lireales a concentraciones
fenémens podria interpretarse en funcidn de la existencia de mas

de um residus de amiwncdcido reactive por mol de enzima (KMaeshland,

19613, Sin embargc, tanto eviderncias termoadinamicas

(proporciconal idad entre pérdida del titulo de ticl y pérdida de

actividad, de la papaina pom efecte del DIMBOA, vy amalisis de

de 1la papaina por el

amincdcidos de la papaina ¥y modificada

cinéticas (proteccidérn  por BBEE de la inactivacidn

DIMBOR), corao

de la papaina pcr el DIMEOA y efecto de la temperatura scbre la

indicarn gque la inactivacidrn de lIa ernzima se debe a

iriactivacisn)

ia reaccitn entre la Cys—25 de la papaina y el DIMEROA.

Andlisis cinético. La deperdencia hiperbéiica de la velocidac de

ivactivacidén de la papaina con la concentracidn del DIMBOA en su
fase lineal (efectm de saturaciom de la enzima)l indica que el
inactivador se une reversiblemente a !a ernzima, antes de la
reaccidn de inactivacién propiamente tal (Kitz vy Wilson, 1362)
(Esquema.ﬁ). La solucidn matemdtica de este modelo cinética es

(Childs y Bardsley, 1374) (ecuacion 3}.

ura suma de expornenciales
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Cuardo los valores de las constantes ﬁ; Y oy para cada una de las
dos etapas del modelo, que depernden de los valores de lac
constantes microscépicas kg, kog, ke y de la corcentraciérn del
inactivador (ecuaciones 10 y 11), son similares, los graficos
semi-logaritmicos de la actividad residual sv funciérn del tiemper
no son lineales. 8in embarge, si my » me, unc de los térmirncs
exponenciales de la ecuacién 3 desaparece tempraramente en el
tiemp®, y en estas condiciores la cindtica de inactivacién de la
encima sigue un Qraceso de seudo-primer order (Brocklehurst,
1979). Ern consecuencia, la falta de lirnearidad de 1los graficos
semilcgaritmicos de la actividad residual de la papaina en
funcidn del tiemps a corncentracicones de DIMEOR mercres que S mM,
indicaria que eri esta reaccidn ambas exporenciales tieren

ponderacicones comparables.

Proteccidén por sustratos de la inactivacién de la papaina por el
DIMBOR. La hidrdélisis de ésteres o amidas catalizada por la
papairna, ccurre a través de un mecanismo en tres etapas con
formacidr de wun intermediaric acil-ticernzima {Lowe, 15763

Sluytermarn, 1981).

k| kﬂ k3
E + § ———s ES —— 5 ES* + B, 5 E + F,
e e
K.y

En este esquemz, ES representa el complejo de Michaelis, ES* el

intermediaric acil-ticenzima, P, el alcshol o amiva, v Fg la

fraccidn acida del sustrato hidrolizads.
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Los resultados de la proteccién por BAEE y  EGEE de la
inactivacién de 1la Papaina por e} DIMEOA, Muestran que sélc el
BGEE tiene efecta Protector. , Este feridmenc puede ser
racicnal izado suporniends que a concentraciones altag de sustrato

la corcentracidén de erzima Iipbre 25 pequefa car ambas sustratos,

Y que cuando la enzima S& encuentra en estade de acil—tioenzima,

ES*, ei arupo sulfhidrila de la ernzima se encuentra
coval8ntemnernte unidg al grupo acile del sustrata, Yy en
Comsecuencia no puede reaccionar corm el DIMBORA.

Ern el casec dei BAEE, 1a etapa de acilaciérn es ]a linitante
de 1la reaccion, ki » k, (Sluyterman, 1%68), y & concentraciornes
altas de BREE 1a ErZima se encuentra maycritariamente en la forms
de ES. Ya gue en este estado la enzima ne tierne compromet ide el
grupc sulfhidrilo, este sustrata e proteje 1a iractivacidn de la
Papaina por el DIMEQOA.

En el casc de RGEE, 1a etapa de deacilaciorn es la limitanrte
de la reaccidn (ke » ki), y a corncentraciones altas de EGEE 1a
Brzima se erncuentra Mayoritariamerte en el estada ESs., Ya gue en
este estado la enzima tiene e1 grupo sulfhidrilec unide al residus
acila del sustrato, éste rea BS reactiva frermte ai DIMEDOA, Yy Eri

comsecuencia, el RGEE proteje a 1a Papaina de 1a inactivacién

por el DIMEOA.

Efectc del pPH sobre 1a velocidad de inactivacién de la papaina
por el DIMBOAR. El efecto del PH sobre 1a velocidad de

inactivacidr de la papairna Por el DIMEOA Puede disecarse ern el
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efecto scbre la constante de asociaciém (1/Ki)..del: DIMEOR por; la
papaina, y el efectc sabre la constante de primer orden (ke) para
la reaccidn del complejo enzima-inactivador para dar la enzima
inactiva (Esquema S,

Les datos en la tabla 4 muestran que la constante de
ascciacidn del DIMBOA con la papaina (1/K.) aumerta a medida gque
el pH aumenta, llegardo a un valor maximns alrededsr de pH 8,5
para Juega decrecer a pH m&s alecalinos. A pH S5 la papaina se
encuentra cargada positivamente (el pI de la papaina es 8,75
(Glazer y Smith, 1971)), vy el DIMBOA se ercuentra sin disociar
(pHa = 7). A mecida gue el pH aumenta, el DIMEOA adguiere cargs
nagativa y el valor de la corstante de asociacién aumentaria en
virtud de una maycor atraccién electrost&tica. A pH supericres a
su pI, la papaina se encuentra carpada negativamente al igual gue
el DIMEBOA. En esta situacidn, la repulsidrn electrastatica provoca
la disminucidn en el valor de la constante de ascciacidn.

El efectc del pH sobre ke fué determinada por dos métodas:
i) usando concentraciones saturantes de DIMROA; en estas
condiciornes la constante de inactivacidén observada corresponde &
la constante de primer orden para la reaccién del complejo
enzima-inactivador <(esquema 9, y i:1) usande concentraciones
variables de DIMBOA para cada urnic de las pH estudiados; de la
interseccidm de un grafico de dobles reciprocos (ecuacisdn  10) se
determirnd ke (Tabla 4). Ambos méiodos condujeron a valores

similares de Ke.

La cwva gererada al graficar los valores de ke vs. pH rno




TR I L

Py
B
i B

(1§

ol

™

T ¥

69
mostré. inflexiones atribuibles a la disociacién del DIMEDA, vy
pudo ser ajustada a 1a ecuacidn 15; en 1la que sdlo se considerd
los pK, de la papaina.

La reaccién del DIMEDR con ticles libres en salucidn ccurre
Por dos caminos: sustitucidn enn el nitrégena hidroxamico caon
formacién de la lactama 3, v adicidn al grupo aldehido de 2 para
generar los hemiticacetales 12 Yy 13 (Niemeyer Y col., 198Z; Férez
Yy Nieme;er, 1385).

La reaccidén del DIMEDA con el grupo sulfhidrila de la Cys—&5
no puede deberse a la reaccidom de éste coon el grupo aldehido de
2, ya gue per urna parte el compuesto 9, gue rio posee un nitrdégernc
hidroxdmico perc si un carbovie  aldehidicno susceptible de ser
atacado por un anidrn ticlato, no inactive 1a papaina, y peor aotra,
el compuestc 8, gue pesee un nitrdgernc hidroxamico pers rio puede
generar un tautbmero de cadera abierta con grupc aldehideo,
inactivd a 1la papaira eoon una constante Y una cinética de
ipactivacidén comparables cor las del DIMEOA.

El hecha de que el pKa del DIMRBOA no sea perceptible en 1la
deperdericia de ks con el pH, sugiere la ascciacidn ded oXigena
hidroxdmices del moncanidn del DIMBOA a un cerntro Acido ern el
sitio de uniénm del DIMECA corr la  papaina. De este m>do, la
electrcaceptividad del axigerc hidroxamice, Y por consecuercia,
la electrafilicidad del nitrdégenc hidraxamice, serian conparables
en el DIMB&Q Y en su moncanidrn, cuando éstos estan asaciados a la

enzina.

Drerth y eol. (1378), basados en estudiaos sabre 1a
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estructu;a terciaria de la papaina modificada  con
clorometilecetonas, propusieron la existenc:a de un sitie de uniév
para un oxianidn en el sitio active de la papairna, que estaria
formado por la caderia lateral del grupo NHy de la BGin-13 o el
grups amino de la cademna principal de la Cys—25. Estudios
cinégdticos posteriores basados en la uwutilizacidn de ticésteres
coma  sustratos de la enzima, apoyaron la existencia de dicho
sitic UAsboth y Folgar, 1383; Asboth y ccl., 1983). La asociacién
por puentes de hidrégena del oxigens negativo del morncanién del
DIMEOA, a algunc de estos sitics Acidos, gereraria una curva de
dependencia de ke con el pHy en la gque seria imperceptible el
efects de la discociacidén del DIMEORA.

La curva del efecto del pH sobre la comstante de segundo
orden (ke /Hg) para la reaccidrn del DIMBOA con la papaina (Tabla
4) muestra un méxino e pH 8,5, con una tewderncia similar a las
valores de la cornstante de ascciacidn. Este fendmeno indica gque
en el procesa cinéetico global (ascciacidrn—inactivacidén) de la

reaccidn de la papaina con el DIMEOA , la ascociacidn es mas

sensible al pH gque la inactivacién propiamente tal.

Mecanismo de la reaccidn entre la papaina y &1 DIMBOA. La
participacidrn del grupos SH de la papaina ubicado en la Cys—25 es
esencial en el procesas de catalisis (Gfazer y Smith, 13971).
Estudics de difraccién de rayas X (Drenth Y -cml., 1375) vy

estudios. guimicos enm que se usaraon reactivos bifuncionales

{Hussain y Lowe, 1968, sugirieron la participacién del grupo
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Esta Participacién
e oo la Cys-z5 Y en
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& (Esquema a).
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Esta hipédtesis ¢g cuenta dei efecte de] PH  scabre lce
Parametros de Michaelis, Kear y Koae /Ka er la hidrélisis de
diversos sustratas Wililiams y whitaker, 1967, Whitaker y Berder,

19€5). La deperdercia corr el pH  de estac

de campana con

valores de pHa aparentes de 4

de 1a tonstante a pH badsicas se deberia a 1

His—159 d4e catalizar e} pracesa de acilarisgn,

Parametreas tierme forma

12 ¥ 8,4. La caida

imposibilidad de 1a
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Estudios con modificadores quimlicos que reacciorian corn el
grupce SH de la papaina, come halcacetamides (Glazer y Smith,
1971}, ésteres sulfdnicos ciclicos (Campbell y HKaiser, 12971) vy
metilmetanctiosul fonate (Roberts y col., 198&), tambiérn indican
gque la dependerncia con el pH de las censtantes bimcleculares de
inactivacidén rno se ajusta a una simple cwrva de disociaciédrn, comnc
en el caso de un tiaol libre de solucidn, pues se aobtienen curvas
de dob;e sigmoidicidad con pHa de 4,3 y 8;4. Estoe resultados
tambiérn apuntan hacia la formacidn de un par idnico entre el
grupos SH de la Cys—-23 y el grupo imidazcl de la His-15% entre pH
4 y By4, en el sitic activo de la papaina (Falger, 1377).  La
doble sigmoidicidad se deberia al ircremento de la
nucleafilicidad del grupo sulfhidrilo, gue con un aumentoc del pH
sufre la transformacidén tiol-par idnmico—tisl discciade.

La visidrn acerca de la inactivacidn de la papaina por el
DIMBOA qgune emerge de nuestros estudics, es la siguiente: el
DIMBOA se asociaria a ia ernzima mediante interacciones
furndamentalmente electroastiaticas (efecto del pH sabre 1/Hg).
Dieha unidn se produciria en la soma alvededor del sitio activo,
va que este presenta  zonmas complementarias al DIMEDOR: FPor una
parte, urna zona hidrofébica {(Falgar, 1377} de 1a cual sacaris
ventaja el anilloc aromatico del DIMBOR; una zona con caracter
nuclecftilico, que se cocmplementaria cor las centros
electruf;licos del DIMEDR; y una zona Acida que se complementaria
con la basicidad del oxigeno hidroxdmico a pH altocs.

Eri una segunda etapa, 21 grupa sulfhidrilo del sitic activo
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de la enzima desplazaria sobre sl riitrégenc hidroxdmicea al grupo
Bidroxila (o, dependieqdo del pH a sy arnidrn ascciade & ure centro
acido), pgererarmds up intermediaric semejante a 14.

R diferencia de 1a reacecidn ngo enzimatica, rno se produciria
Un ataque de una rueva nolécula de ticl sohre este intermediario,
Probablemente debido a impedimentos estéricos  (tamafe de la
praéeina) Y de concerntracién. Los  estudics de recuperacidn corr
DTT de 42 actividad de la papairna modificads pcr el DIMEROA
apuntarn en esta direccién: el DTT agregado reaccionaria con el
azufre de 1a Cye~&5 unideo cavalentemente a1 N-hidroxdmieoe del
intermediaric 14 gernerarvida ur disulfuro mixte ¥ liberdrdose 1a
lactama del DIMEOA; posterimrmente, el ataque de c«tra molécula de
DTT regereraria la papaina activa Yy 2l disul fura del BbTT.

Otras ernzimas sy deperdientes gue podriam gpr inactivadas
Por  los Hx  som: dehidrogemasas, amilasas ¥ Aalgunas kinasas
(Friedmarn, 1973).

Reaccidén del DIMBOA con aninas, Los resultados dei estudio de

esta reaccién ern scluciones etandlics Y acucsa, indican la
formacidrn de bases de Schiff Y sugiere 1a Posibilidad de que el
DIMEOA reaccicore con enzimas que pP=sean residucs de liging
importarntes para la actividad catalitica s ¥8 sea por ser
hiperreactivas, Coms es el casc de 1a lisina-97 de ia glutamata
dehidragernasa de higade de cerda (EC  1.4.1.3) (Fiszlkiewe: Y
Smith, 19713, o por estar en el sitig activa, como es el caso de

1la acetoacetato—decarbuxilasa del Clostridium acetabutylicum

(0’ Leary y Westheimer, 1968) .
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