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c A P I T U L 0 1

Introducción.

Los vithanólidos, descubiertos por primera vez no hace muchosaños,

constituyen un nueVotipOKdeproductos naturales con estructura esteroi

dal. Deben su nombrea la planta ïithania somnifera, donde fueron descu

biertos los primeros constituyentes de ese nuevo grupo de compuestos es
(1)teroidales .

Los withanólidos(2-5) ,se caracterizan por poseer una cadena lateral

de nueve átomos de carbono con una lactona de seis miembros formada por

los cerbonos 22?; 26 (Figura 1). Se justifica incluir en la estructura

general a los carbonos 27 y 28 puesto que ambos se presentan en todbs los

compuestos de ese tipo aislados desde 1966(6).

Puede considerarse entonces a los withanólidos comocompuestos con

esqueleto básico de 28 carbonos, y desde un punto de vista biogenético,

comoesteroides con cadena lateral del tipo del oolestano pero, oxigenada

y con un metilo extra en el carbono 24, tal comose presenta en un cierto

número de esteroles Vegetales.

21‘222_;0 Estructura básica de los uithanólidos.
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los vithanólidos han sido hallados en otras plantas del género

ïiigggia, ademásde la ïithania somnifera(7-34) y se encontraron también

en plantas de los géneros AcnistusgDunalia)(35-41), Jabcroaa(42-46),

Datura(47’50), ngium(51’52), ggzsalis(53-58) y Nicandra(59—65).Todas

ellas pertenecen a la familia Solanáoea si bien nc en todas las Solana

ceas se encuentran fitoesteroides del grupo descripto(como sucede por

ejemplo con los géneros Capsicum y Solanum).

Los withanólidos se encuentran principalmente en las hojas de los ve

getales mencionadosen primer término, pero en algunos casos fueron halla

dos en raices, frutos y semillas. El contenido general de vithanólidos

por peso seco de planta entera raras veces excede el 0,5%; en la mayoría

de los casos se encuentran en la centésima y afin milésima parte. Se puri

fioan por los métodos cromatográficos usuales y, en algunos casos, pcn*

cromatografía liquida de alta presión(66’67).

En la Figura 2 están representadas las estructuras de algunos witha

nólidos encontrados en la naturaleza. Se puede observar que a excepción

de los compuestos XII,XVy XVI, una de las características de los witbanó

lidos es la presencia de una enona en el anillo A con el grupo ceto en

carbono l y el doble enlace entre los carbonos 2 y 3. Pocos sithanólidos

tales comoel XVIcontienen en el anillo A un sistema By insaturadc.

Un hecho curioso se presenta en algunos vithanülidos que poseen cloro

comoel compuestoVIII mientras en otros casos(eztraidos de plantas del

género ggzsalis) se presentan modificaciones estructurales ya que los car

boncs 18 y 20 se encuentran unidos mediante un átomo de oxigeno (compues

to VI). Son también interesantes para destacar el compuestoXIII que po

see el anillo D de 6 miembrosaromatizado y el ¡I que tiene unidos los

oarbonos 17 y 24 a traves de un átomo de oxigenc.Es de notar que todos

ellos poseen siempre 28 carbonos y la cadena lateral está orientada en 1713

aunque se conocen excepciones donde la orientación es 17€: (X y XI).
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Andiónfisiológica.

Desde el punto de vista fisiológico, los withanólidos son compues
(68-70)tos citotóxicoe y son responsables de la actividad farmacológica

de algunas plantas en las que se encuentran. Así, por ejemplo, las hojas

de Acnistus arboreecena (L.) Schlecht y especies relacionadas ae usaron
durante muchosaños para tratar crecimientos oancerosos(7l’72). los

extractos alcohólicos de esta planta presentan " in vitro " una conside

rable actividad oontra las células canceroeas (KB) de la nasofaringe huma

na y también " in vivo " contra el sarcoma 180 (SA) en ratas(7). Los



Iithanólidos de ella aislados, withaferina A (I) y vithacnistina (II)

muestran citotozicidad en presencia de un cultivo de células KBa 2,8.10-1

y 1,7.10-liLg/ml respectivamente (DLSO).
(38.39,73-76)La uithaferina Aune a sus propiedades antioancerigenas

(77-81)una actividad bacteriostática remarcable y ademástiene acción

inmunosupresora(82’83).

También se encontró que la withaferina A (I) y el withanólido D (III)

inhibian la formación de RNAen el sarcoma 180 de células oancerosas a

una concentración de 40;;g/ml(84) . La uithaferina A también inhibe la
(85) (86)sintesis de proteinas y el desarrollo de hongbs e inversamente,

(87,88).nucleófilos biológicos y algunos microbios actúan sobre ella

Recientemente se eValuó en forma más extensa la actividad anticance

rigena de la withaferina A investigando su acción contra el sarcoma 180,

el sarcoma negro, el carcinoma ascítico de Erlich y el adenocarcinoma
(89) . Tambien se ha informado que la daturalactona

(90.91)_

mamario E0771 en ratas

(XIV) y derivados poseen propiedades anticonceptivas

Con anterioridad a los trabajos en los que se determinó la estructura

de los withanólidos, la medicina popular especialmente en la India y Sudá

frica (92) atribuyó variadas propiedades fisiológicas a los extractos

crudos de raices y hojas de Hithania somnifera (L.) Dunalia. Se habían

atribuido propiedades sedativas, hipnótioas v antisépticas a estos extrao

tos, pero Powery Salïay (93) que investigaron los componentes de 1a misma

no pudieron confirmar 1a existencia de tales propiedades fisiológicas.

Estos investigadores aislaron de las raíces de plantas de Hithania ggggif

¿gra recolectadas en Sudáfrica un compuesto a1 que llamaron withanol

(025H3405) y de las hojas otros dos compuestos! somnirol (C32H4607)y

somnitol (033H4607).
(77-79)En 1956 Xurup aisló de las hojas de Hithania sommifera reco
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lectadas en Jamnagar (India) un compuesto de fórmula C24H3006descripto
comouna lactona insaturada y que poseía una importante acción antibac

teriana y que era diferente sin embargode cualquiera de las sustancias

(93); (94)descriptas en el trabajo de Power otros investigadores en cambio

no encontraron el compuesto de Kurup en las hojas de Hithania somnífera

recolectada también en la India (Delhi), pero reportaron el aislamiento

de somnitol y de un nuevo compuesto designado withanona (024H3205). Fi
nalmente Kohlmuenzery Krupinska(95) hallaron en la misma planta una lao

tona insaturada idéntica al compuestode Kurup. Ninguna de las estructu

ras de estos compuestoshabia sido dilucidada en todos esos trabajos hasta

(1’10’11) estudiando la mismaplanta aislaron yque Lavie y colaboradores

determinaron la estructura del principal compuestoal que designaron wi

thaferina A (I) y que parece ser la mismalactona aislada por Kurup si bien

este último le adjudicó una fórmula errónea.

Los vithanólidos en la guimiotazonomía.

De los trabajos mencionados anteriormente es obvio que especímenes de

Fithania somnífera de distintas áreas contienen distintos compuestos. Este

resultado indica que las plantas pueden ser clasificadas en quimiotipos de

acuerdo a su contenido en withanólidos. Un trabajo de esta naturaleza fue
(19)realizado por Lavie y colaboradores en un estudio quimiotaxonómico de

iithania somnifera (Lo) Dun. recolectada en diferentes regiones de Israel

al efecto de determinar la posibilidad de cambios ontogénicos o de Varia

bilidad química de las especies.

Asi Hithania somnífera, quimiotipo I, contiene predominantementewitha

ferina A (aproximadamente 0,2% del peso de las hojas secas); ei quimiotipo

II contiene otro compuesto! withanólido D; el quimiotipo III, en contraste

con los anteriores que tienen un escaso númerode laotonas esteroidales en

proporción significativa, tiene varias de ellas entre las cuales predomina
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el withanólido E (x).

Se determinó que ello no se debia a influencias edáfioas ni tampoco a

cambios ontogénicos; estos últimos son sólo cuantitativos ya que en la eta

pa de máximodesarrollo vegetativo (aparición de las primeras flores) hay

mayor concentración de withanólidos en las hojas. Cabe destacar que los

distintos quimiotipos no presentan diferencias morfológicas detectables.

La realización de polinizaciones recíprocas cruzadas entre plantas del

mismogénero y distinto quimiotipo condujo a la obtención de nuevos qui

miotipos que en algunos casos biosintetizaban nuevos vñthanólidos no pre

sentes en ninguna de las plantas progenitores. Estos estudios permitieron

determinar hasta cierto punto, cúales eran los caracteres genéticamente

recesivos y los dominantes que conducian a los grupos funcionales de los

vithanólidos en cada quimiotipo y consecuentementepredecir la biosintesis

de un dado withanólido por polinización cruzada entre plantas de dos qui

(30-33)_miotipos diferentes

Origen biosintético.

El origen biosintético de los withanólidos no es aún del todo claro.

En un estudio biosintétioo preliminar con la planta Withania somnífera

se identificaron los principales esteroles de esa planta; se detectaron

e identificaron oampesterol, 24-metiloolesta-5,24-dien-3/3-ol, titosterol,
(96)stigmasterol y 28-isofucosterol . Tambiénse identificaron cantidades

menores y variables de 24-metiléncolesterol (generalmente menosdel 2%del

total de los esteroles). Dadoque los withanólidos tienen un esqueleto de

28 átomos de carbono, los esteroles tales comooampesterol, 24-metil-oo

lesta-S,24—dien-3[3-ol y 24-metiléncolesterol podrian considerarse como

precursores probables de los withanólidos si se supone que el camino bio

sintético de estos no diverge del principal seguido por los esteroles por

lo menoshasta llegar a la etapa de 4-deemetilesterol.
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Por otra parte se lograron hacer cultivos " in vitro " de yemas de

Hithania somnífera aunque estas no biosintetizaron withanólidos pues no

se los aisló en cantidad detectable; sin embargosi se aislaron de dichos

cultivos cantidades comparativamentegrandes de 24-metiléncolesterol(97).

Esto es significativo puesto que la acumulaciónde 24-metilénoolesterol al

no_ocnrrir la biosintesis de withanólidos puede deberse a su papel como

esterol precursor de withanólidos.

Esta hipótesis quedó demostrada con la incorporación de 3Hen withafe

rina A y withanólido D a partir de 24-metiléncolesterol (28-3H)(98).

Comono se observa marcación con tritio en los withanólidos aislados de

Hithania somnífera inoculada con 24(RS)-24-metiloolesterol(28-3H) (o sea

una mezcla de campesterol 28-3Hy dihidrohrasicasterol 28-3H), el campes

terol deberia desoartarse comoprecursor de withanólidos (98).

Se hicieron también otras experiencias para determinar si otros 4-des

metilesteroles estaban involucrados en la biosíntesis de vithanólidos.Los

trabajos efectuados para investigar la intermediación de 24-metilcolesta

5,24-dien-313-ol arrojaron resultados confusos; no se encontró marcación

de tritio en withanólidos aislados de Withania somnifera a la que se ad

ministró 24-metilcolesta-5,24-dien-313-ol (28-3H) pero sin embargose ob

servó una gran pérdida de tritio del esterol administrado luego de su re
(98) . Por tanto no puede desoartarse totalmente a

(98)
aislamiento de la planta

este esterol comoposible precursor de withanólidos . En la Figura 3

se encuentra resumidoel resultado de estos estudios biosintéticos.

En un mismo experimento y con fines de comparación se administró a

plantas de Hithania somnifera una mezcla de 24-metiléncolesterol (28-3H)

y 3-(RS)-mevalonolactona(2-140) y es interesante señalar que la relación

de radicactividad 3H/ 146, que es una medida de la incorporación relativa

al esterol de la mevalonolactona, no fue idéntica para withanólido D (III)
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Éiggga 3. Resultados de los estudios de biosíntesis de withanólidos con
esteroles tritiados.

y withaferina A (I) sino que fue significatiVamente mayorpara el primero(98).

Esto puede admitir variadas interpretaciones comolo señalan los autores

del trabajo: a) Puederepresentar una compartimentalización de los sitios

de biosíntesis o bien de las reservas de precursores de los dos withanó

lidos.

b) Podría ser debido a diferentes efectos isotópicos en los

pasos biosintéticos que conducena la withaferina Ay el uithanólido D.

Por otra parte, Begley y colaboradores(6o’63) presentaron un esquema

hipotético que se aprecia en la Figura 4 relacionando biogenétioamente a

vithanólidos y a otros esteroides comoel Nico-17 (IX) obtenidos de Nican
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dra Bálsaloides. El esquemarepresenta correlaciones entre withanólidos

y con el 24-metilénoolesterol.

24-metiléncoleaterol

Nic - 1 (XIII)

(Págo 5)

Nic - 11 (x1)

(pág. 4)l; ,“vi-¿W
Okllg; N Oki o

0 Nic - 17 (xx)

Figgga 4. Posible relación bíogenética entre ïithanólidos y otros
esteroides.
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La posibilidad de introducir en el Nic-3 (XVII) dos grupos epóxido

sobre dos dobles ligaduras parece ser un hecho que no necesita una ex

plicación especial ya que el vegetal contiene enzimas capaces de epoxi

dar uniones dobles aisladas(99). No se descarta que Nic-11 (XI) se for

me a partir de Nic-2 (XVIII) por el reordenamiento intramoleoular de los

grupos 24,25 epoxi y lT/ïhidroxi(64).

Por otra parte, en la planta natura stramoniumel predecesor directo

de los vithanólidos podría ser el campesterol a la par que sitosterol y

stigmasterol, encontrados en las hojas del mismovegeta1(49).

Las fisalinas(loo) (Figura 5) están biogenéticamente relacionadas con

los withanólidos pues podrian provenir de estos por una ruptura oxidativa

del enlace entre los carbonos 13 y 14 seguida por la formación de un ciclo

de 6 miembros entre los carbonos 16 y 24 y por oxidación del metilo del

carbono 13 a ácido carboxilico y posterior lactonización entre los carbo
(100) . . . . . . (53). Las withafisalinas (vithanolidos de Egzsalis minima ,nos 18 y 20

comoel compuestoVI), parecen ser estados biogenéticos intermedios entre

los withanólidos ” normales " y las fisalinas.Al menosesto puede inferir

se del hecho de que la fisalina B (XXIII), en proporción mayoritaria, co

exista en la planta conjuntamentecon withanólidos (withafisalinas), que

se encuentran en proporción minoritaria(53)

14c (101)

y de los estudios efectuados

con withanólidos marcados con

Quedaaún la incógnita de la existencia de glicósidos de withanólidos.
(21)Gonzálezy colaboradores lograron aislar de Hithania aristata, Pauq.,

mezclada con el [3-D-glucósido del sitosterol, a otro glicósido que por

hidrólisis ácida y separación cromatográfica permitió aislar al 1<1,14a-—

dihidroxi-22 R-witha-5,24-dienólido (XV). Sin embargono se llegó a deter

minar en este trabajo el resto de azúcar ni las constantes físicoquimicas

del glicósido.



withanólido E -———) —————)¡ithafisalina A

(I) (VI)

(pág- 4) (piso 3 )

vithafisalina B J,
(HI)

fiaalina c (mv) 5,8,63- epoxifisalinaB (m)

Figgaa 2. Probable relación biogenétioa entre los withanólidos y las
fisalinas.
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c A P I T U L o 2

Síntesis de los withanólidos.

La sintesis de los withanólidos se ha encerado parcialmente y de dos

maneras:

1) construcción del anillo lactónico de la cadena lateral;

2) funcionalización del sistema tetracíclico del esteroide.

Cabe destacar que hasta el presente no se ha efectuado una síntesis

total de los withanólidos.

En la construcción del anillo lactónico efectuada por González y cola
(102)boradores la sustancia de partida es el conocido bisnorcolenaldehido

acetilado XIVI(103) (Figura 6). Por condensación del mismocon acetona a

temperatura ambiente con hidróxido de sodio en éter etílico (sistema hete

rogéneo) se obtuvo una mezcla de una cetona insaturada XXVIIy un cetoal

cohol XXVIII; este último se separó, acetiló y condensó con bromopropionato

de etilo dando el éster XXIX.La saponificación parcial del éster con hi

dróxido de sodio en metanol a temperatura ambiente (en esas condiciones

sólo se saponifican los hidroxilos secundarios) y posterior tratamiento de

la solución metanólioa con ácido clorhídrico a 60° condujo a la formación

de la lactona XXX.

Otra síntesis del anillo lactónioo fue efectuada por Ikekaway colabo

radores<lo4); se basa en 1a formación de un enión a partir de los ésteres

a ,B insaturados XXXIy XXXVque por condensación aldólica exclusivamente

en posición'y reacciona con un aldchido osteroidal XXXIIpara formar las

lactonas esteroidales XXXIIIy XXXVIrespectivamente (Figura 7). Las lacto

nas XXXIIIy XXXVItienen idéntica estructura que las de la cadena lateral

de los Hithanólidos excepto por la estereoquímica del carbono 22.
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Por otra parte, la funcionalizaoión del sistema tetraoiolico fue in

tentada independientementepor distintos grupos de investigadores(105-llo)o

Lavie y colaboradores realizaron la secuencia de reaooiones indicada en

la Figura 8. Las materias primas fueron tres: colesterol (a), l7lï-aceto

xiandrostano (b) y 20[3-acetoxipregnano(c). En las tres series se reali

zaron las mismasreacciones con resultados similares. En primer término se

oxidó el esteroide con 2,3-diolbro-5,6-dioiano-benzoquinona, luego se epo

xidó e hidrogenó selectivamente¡ se provooó la apertura reductiva del

epóxido y se formó otro epózido sobre la doble ligadura restante. En la

acetilación siguiente el epóxido orientado en a , incrementa el impedi

mentopara el acercamiento del reactivo al hidroxilo lCI, conduciendo asi

a una acetilación selectiva del hidrozilo 3C1. La oxidación y eliminación

de ácido acótico condujo a la enona XLV,la cual por apertura del epózido,

acetilación, deshidratación y tratamiento con ácido perbenzoico formó dos

epózidos que fueron separados para aislar al de configuración deseada (XIII).

Finalmente por una hidrólisis en condiciones suawes se obtuvo el compuesto
L (en cada una de las tres series) que posee el mismoesquemade sustitu

ción en los anillos A y B que la withaferina A, withanólido D y varios

otros compuestoscon ellos relacionados. Alternativamente si se realiza

primero la hidrólisis del compuestoXLVIIy luego la epoxidación, sólo se

obtiene el deseado compuesto L. .

TambiénLavie y colaboradores funcionalizaron los anillos A y B de de

rivados del colestano (a) y lïfiï-aoetoziandrostano (b) con el objeto de

preparar sistemas estructuralmente similares a los de jaboroealactona A y

uithanólidos relacionados(42)que no poseen función oxigenada en carbono 4.

La sintesis se inició en el compuesto XLI o bien se comenzó con el compues

to UVque se obtiene por hidrólisis del XLIII de la sintesis anterior.
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En la Figura 9 se aprecia que la secuencia de reacciones efectuada es aná

loga a la anterior. La deshidratación del alcohol terciario en LVII condu

jo a dos isómeros en proporción 281, de los cuales el minoritario es el de

interés. Unavez aislado el compuesto LIX, se prepararon dos epóxidos con

ácido perbenzoico, en proporción 231 (G IÁÏ). Nuevamenteel minoritario([3)

es el de interés pues posee el mismoesquemade sustitución que la jaboro

salactona A. Por separación cromatográfica de la mezcla se obtuvo el com

puesto LXI puro.

(105’106)informaron acerca de la síntesis delIkekawa y colaboradores

compuestoL-a (derivado del colesterol y el mismoque sintetizara Lavie

e al. en la serie a ), cuyas características estructurales son el epó

zido, el anillo A de tipo semiquinoide, comoasi también la lactona en la

cadena lateral. Se ha visto que esta funcionalidad es importante para la

(111). Es interesanactividad antitumoral de varias clases de terpenoides

te señalar que el compuestoLra presenta también un efecto inhibitorio

contra el crecimiento del tumor ascítico sarcoma 180.
. (112) .El compuesto de partida fue el LXII 3 tratado con hidrazina, laOHB

epoxicetona se transformó en un alcohol alílico que por oxidación condujo

a la enona LXIII. Posterior hidrólisis y deshidratación del alcohol re

sultante dio lugar a LIX-a. Este último pudo ser preparado también más con

1(113-116)(LXIV) por acetivenientemente partiendo de lcx-hidroxicolestero

lación selectiva del hidroxilo de carbono 3, oxidación del hidrorilo de

carbono l a cetona y desacstilaoión. Con ácido metaoloroperbenzoioo se lo

gró epoxidar selectivamente el doble enlace entre los carbonos 5 y 6 aunque

obteniendo una mezcla del 501,6 0. y 53,63 epóxído en relación 311. Sepa

rados ambosde la mezcla se realizó la apertura hidrolitica del epózido

5[3,6¿3 (LII-a) con ácido perclórico. El diol LIVIresultante se mesiló y

transformó en el epóxido 5C1,6<1 (Lx-a) con bicarbonato de sodio. De esta

manera se logró obtener una cantidad aún mayor del epóxido mayoritario de
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la mezcla obtenida con ácido metacloroperbenzoico. La apertura del epoxi

do LX-a con hidróxido de sodio dio lugar al compuesto LXVII que se mesiló

y transformó en un diol (LIVIII) con tetróxido de osmio. Por eliminación

del grupo mesilato con hidróxido de sodio se logró obtener al análogo de

la withaferina A, el compuesto L-a (Figura 10).

H
HO ACO

(Luv) (m) 6

o H O RR 0 MER
(-3- +

(mn) 1 o'" (LXI-a)

mol o“ (LI-a) lv
Ó “naaa O H\HHHLL

¡(mmm (m)óH
OH Ms OH

nl 1: 112114 6: n-Cl-ArCO3H2: Cr03,SO432 7a 010411, m
O 3: HONa,dioznno, 8: ella

agua, 9: NaHCO3,Piridg
4: roc13, Pirid- 10: 0904, Pirid. y

o (H) 5: ¿920, ¿con luego 303mm
H 11s Bala, Pirid,70°

rigggs 10. Síntesis parcial de tithanólidos.
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c A P I T U L o 3

DESQBLPCION Y DISCUSION QE EOS RESULTADOS OBTENIDOS.

a. ALCANCES Y ANTECEDENTES DBL TRABAJO EFECTUADO.

La planta estudiada en el presente trabajo es la Acnistus hreviflorus

(Griseb.) también caracterizada comoDunalia breviflorus. Se la conoce

comúnmentepor Candelilla o Ischivil. Esta planta crece en la parte este

de Chaco y Formosa, norte de la-provincia de Santa Fe, noroeste de Co

rrientes y en la región salvatica de Salta, Jujuy, Tucumány Catamarca.

La que se empleó fue recolectada en Tucumán. Una descripción de la

planta con el nombrede Aonistus parviflorus ha sido publicada y se ha
(117)hecho un estudio fitoquimico cuali-cuantitativo de algunos componen

tes de la planta pero determinandose solamente que ella contiene alca

loides, azúcares, saponinas, ceras, resinas y grasas. Se determinó tam

bién la proporción de residuo seco de extractos alcohólicos, etéreos y de

éter de petróleo, así comode sus respectivas proporciones en resinas, ce

ras, celulosa, etc. Tambiónse efectuó un análisis químico de cenizas re

siduales; pero en ningún caso se determinó estructura alguna de los com

ponentes de la planta ya sean estos alcaloides o esteroides y sólo se

llegó a las siguientes más importantes conclusiones!

a) los compuestospredominantes de la planta'son’las resinas:

b) tiene bases orgánicas (en proporción del 0,2 al 0,5%sobre hoja seca);

c) tiene un alto porcentaje de cenizas totales.

Se eligió esta planta porque se sabia que contenía withanólidos, ya
(41)que Juliani y colaboradores la investigaron con el único objeto de

aislar de ella ¡ithaferina A (a la que se identificó por sus propiedades

físicas ya publicadas previamente en literatura). Tambiénhicieron lo

propio con otras Aonistus argentinas. En el citado trabajo se menciona

ashmismoque el contenido de withaferina A varía con la época de reco
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lección de las hojas; asi por ejemplo en el Acnistus breviflorus (Griseb)

(proveniente de Termas de Reyes, Jujuy ), el contenido es mayor en mues

tras recolectadas en noviembre que en aquellas obtenidas a fines de fe

brero.

En el trabajo que se detalla a continuación se encaró el aislamiento

de los principales withanólidos presentes en esta planta, su identifica

ción y el estudio de algunas reacciones químicas tendientes a lograr la

transformación sintética de los grupos funcionales de los anillos A y B.

Estas modificaciones estaban encaminadas a la conversión del sistema pre

sente en uithanólidos en el más sencillo existente en otros grupos de pro

ductos esteroidales. Ademáscomocontribución al estudio fitoquímioo del

Aonistus breviflorus se estudió su composición en hidrocarburos, grasas y

esteroles.

b. DESCRIPCION DE RESULTADOS- PABIE l-ESTUDIO FITOQDIMICO.

Aislamiento x caracterización de withanólidos del Acnistus breviflorus.

La planta Acnistus breviflorus, oriunda de Tucumán,fue recolectada en

los meses de agosto y diciembre. Se trabajó con la parte aérea entera de la

planta y por otra parte exclusivamente con las hojas, no encontrándose di

ferencias significativas en cuanto a la proporción de los distintos vitha

nólidos en ella presentes. Planta secada a 1a sombra, a temperatura ambien

te, se molió y extrajo en un Soxhlet durante cinco días con metanol. El

extracto metanólico se concentró, se le agregó agua (Volúmenesiguales) y

extrajo a su vez varias veces con éter de petróleo para desengrasarlo. El

extracto de éter de petróleo se reservó para su posterior estudio tal como

se verá más adelante. La solución metanólico-acuosa restante, se reextrajo

exhaustivamente con éter etílico. La solución etérea se secó sobre sulfato

de sodio anhidro y evaporó a sequedad obteniéndose un residuo sólido verde

oscuro. El residuo fue cromatografiado en columna de silicagel. Se comenzó

la elución con cloruro de metileno; luego con cloruro de metileno-l% de
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metanol, con lo que se eluyeron de la columna unas fracciones que por re

cromatografiay posteriores recristalizaciones permitieron aislar un este

roide A. Con cloruro de metilenó-2% de metanol se eluyó un esteroide B.

Con cloruro de metileno 2,5% de metanol se eluyeron dos esteroideSl C y D.

Ambosesteroides se obtuvieron juntos en una primera cromatografía en oo

lumnay fue necesario separarlos por recromatografía y purificarlos por

sucesivas recristalizaciones. Por elución con cloruro de metileno-3,5 y

4%de metanol se aisló otro esteroide E que se purificó por recristali

zación.

Estudio estructural de los withanólidos aislados.

Esteroide A.

Las diferencias más significatiVas en el espectro de RMPde este esteroi

de con respecto al de la withaferina A patrón eran:

a) ausencia de una señal a 3,75 ppm;

b) aumento del númerode particiones en las señales de los protones vini

licos y desplazamiento de las mismas;

c) desplazamiento de la señal del metilo de carbono 19.

Comono habían señales nuevas (ver Tabla XVIII, p. 113) el compuesto

A debía ser más simple que la withaferina A. El análisis con modelos mole

culares demostró que si a la withaferina A se le quitaba el hidroxilo de

carbono 4, el hidrógeno que lo reemplazaba (con orientación/3 ) se dispon-i

dria en un ángulo de casi 90° con el de carbono 2 por lo que habría par

tición alílica entre ambosy la señal del último sería un doble doblete,

contrariamente a lo Que sucede con el otro hidrógeno de carbono 4 (con

orientación a ) que está casi en el mismoplano que el hidrógeno de carbo

no 2. Ademásel hidrógeno de carbono 3 deberia dar por señal un doble do

ble doblete al haber un protón más en el carbono 4, vecinal, comose ob

servaba en el espectro de la uithaferina A. Comoel resto de las señales

eran idénticas, se dedujo que la única diferencia entre ambosdebía ser
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el hidrozilo de carbono 4. El espectro de masa confirmó esta presunción

al indicar un peso molecular para el esteroide A de 16 unidades de masa

menosque el de la withaferina i (ver pág. 135)

Investigando en literatura por comparacióncon las propiedades fisi

cas y químicas del asteroide A, se concluyó que este ya habia sido des

cripto con el nombrede Jaborosalactona A(43’44)-(LXIX-Figura 11-).

Esteroide B.

El espectro de RMPdel compuesto B acetilado presentaba las siguientes

características!

a) ausencia de la señal del protón de carbono 6 a 3,2 ppm, que como se

vio antes, indica que 1a molécula no posee un epózido en posición Sffl ,

613 1

b) ausencia de la señal del protón a. en carbono 4 a 4,6 ppm;

c) presencia de dos metilos de acetatos;

d) las señales de los protones olefinicos tienen el mismoesquemade par

tición que los de la jaborosalactona A;

e) aparición de una nueva señal a 5,2 ppmprobablemente relacionada con

algún grupo acetato vecino.

El anillo lactónioo en cadena lateral es idéntico al de la withaferi

na A y los otros withanólidos de la planta puesto que en sus espectros de

BMPy masa aparecen las mismas señales e iones respectivamente debidos a

la lactona, que en aquellos. Todos los hidroxilos del asteroide B son aoe

tilables, puesto que luego de acetilar no aparecen bandas de absorción de

bidas a grupos hidroxilo en su espectro IR; además, dado que 1a diferencia

de masa entre el esteroide acetilado y el que no lo está es de 84 unidades

de masa, esto indica que la molécula sólo posee dos hidrozilos. El dato

clave lo proporcionó el espectro de nasal el ion molecular no es único;

hay dos picos, uno de m/e = 490 y otro de m/e - 492 siendo 1a intensidad
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del primero aproximadamente tres veces mayor que la del segundo. Además

hay una pérdida de 36 unidades de masa respecto al de m/e n 490 (m/e a 454,

10,92%) que corresponde a pérdida de ácido clorhídrico. Esto indica cla

ramente la presencia de un átomo de cloro en la molécula. Efectuado tam

bién el test de Beilstein, éste dio positivo. Investigando en literatura

se encontró que se habian descubierto hasta el presente sólo tres vitha

nólidos cloradosi el 6 o. -cloro-4 B , 5 B , 27-trihidroxi-l-oxo-22R-witha

2,24-dienólido (hallado en la Hithania frutescens)(22) y de peso molecular

506, la. jaborosalactona c (l-oxo-5 B , 27-dihidrozi-6 a -oloro-22R-witha

2,24-dienólido) (VIII) de peso molecular 490 y solo mal-omo acetila

b1e(42), y la jaborosalactona E (l-ozo-G [3,27-dihidrozi-511 -cloro-22R_

witha-2,24-dienólido) de peso molecular 490 y dos hidroxilos acetilablee(42).

Los dos últimos fueron descubiertos en la planta Jaborosa integgifolia

reoolectada en el Paraguay. Los datos físicos y químicos del esteroide B

hallado en el Acnistus breviflorus coinciden (así comolos de su derivado

acetilado) con los de la jaborosalaotona E (LIXII-Figura 11).

Esteroide C

Bl asteroide C se identificó comowithaferina A (I) (previamente aislada

del Acnistus hreviflorus por Juliani y colaboradores(41)) comparandosus

propiedades físicas y químicas contra las de una muestra patrón.
Esteroide D. l

El esteroide D presentaba en su espectro de RNPuna señal a 3,3 ppmcarac

teristica de un metilo unido a un oxígeno y ademásno tenía hidrógenos ole

fínioos. Investigando en literatura se encontró un compuestode caracterís

ticas semejantes obtenido comoproducto artificial por adición de Michael

(10,39).del solvente de extracción (metanol) a la withaferina A Se corro

boró que en el caso del Acnistus breviflorus tampoco era un producto natu

ral puesto que cuando se reemplazó al metanol por etanol comosolvente de
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extracción no se pudo encontrar al mencionado esteroide D. Las propieda

des físicas y químicas de este esteroide coincidieron pues con las des

criptas para el 2,3-dihidro-3-metonïithaferina A (IM-Figura 11).

Esteroide E.

El asteroide E acetilado (para solubilizarlo en CCl3D)presentaba las si

guientes características en su espectro de BMP(ver Tabla XVIII, pág. 114)!

a) ausencia de la señal del protón de carbono 6 a 3,2 ppmcaracterística

de los sistemas 5 B ,6fi epoxi;

b) presencia de dos metilos de acetatos (lo que indica que posee dos hidro

xilos no terciarios);

c) ausencia de la señal del protón a. en carbono 4 a 4,6 ppmque en cambio

aparece en el espectro de la withaferina A acetilada;

d) las señales de los protones clefínicos tienen el mismotipo de partición

que los de la jaborosalactona A indicando claramente la ausencia de hidro

zilo en carbono 43

e) aparición de una nueva señal a 4,8 ppmtal vez relacionada con un grupo

acetato Vecino.

El anillo lactónico en cadena lateral es idéntico al de la withaferina

A y al de la jaborosalactona A puesto que aparecen en el espectro de RMP

las mismas señales debidas a éste indicando que uno de los hidroxilos ace

tiladcs es el de carbono 27. i

Los bidrógencs unidos a los carbonos 27,28,18,21 y 22 aparecen a los

mismosvalores de 8 que en aquellos casos (Tabla XVIII).

El espectro de masa del esteroide E indica un peso molecular de 472

( pág. 136 ). Entre los iones más importantes se encuentra uno a m/e a 141

que corresponde al anillo lactónico y que reafirma que éste es análogo al

de la jaborosalactona A y al de la withaferina A pues también ese ion está

presente en sus respectivos espectros de masa.(Figura 49 ,pág. 130 ). El

ion de m/e - 331 corresponde a la pérdida de dicha lactona (H+ - 141 )
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confirmando nuevamente que ésta es estructuralmente idéntica a la de los

otros vithanólidos de la planta. El mioroenálisis arrojó una fórmula

028H4006. Comotres átomos de oxigeno se encuentran en la lactona (uno de
ellos de un hidroxilo alílico acetilable) y un cuarto oxígeno pertenece al

oarbonilo del anillo A, la molécula debe poseer otros dos hidrozilos uno

de los cuales es aoetilable; el sexto oxigeno debe pertenecer a un hidro
Iilo terciario no aoetilable.

Por otra parte, el espectro infrarrojo de este withanólido aoetilado

presenta una banda debida a tensión O-Hde un hidroxilo. Partiendo de la
base de que todos lOs withanólidos de la planta deben tener necesariamen

te el mismoorigen biosintétioo, se pensó que este withanólido era deriva

do de la jaborosalactona A por ruptura hidrozilativa del epóxido de modo

de ubicar dos hidroxilos en los carbonos 5 y 6. Ademásestos grupos hi

drozilos deberian tener una configuración 35555 di-azial debido a su re

ticencia a formar un derivado isopropilidánico por tratamiento con aoeto

na en diferentes condiciones.

Por último, las señales de H-2, H-3, H-6 y CH3-19en el espectro de
BMPde este compuesto concuerdan con la de otros Hithanólidos con una dis

posición 5 01,6B dihidroxi(62). La estructura de este withenólido- que en

un primer momentofue bautizado comoacnistoferina- fue confirmada por

transformación sintética a partir de 1a jaborosalactona A. Por tratamien

to de ésta con ácido sulfúrico se obtuvo por reacción cuantitatiVa (aper

tura hidrolítica del epóxido) un producto de idénticas propiedades que el

natural.

Finalmente se encontró en literatura que el compuestoestaba descrip

to con la denominaciónde jaborosalactona D (LIXI- Figura ll)(4).
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Estudio del extracto de éter de petróleo del Aonistus breviflorus

El residuo de la extracción con éter de petróleo se sembró en forma

de pastilla en una columnacromatográfioa de silioagel y esta se eluyó

con solvente de polaridad creciente según se indica en Parte Experimental

(pág.171 ). Las primeras fracciones obtenidas, incoloras,eran mezclas de

hidrocarburos que recristalizadas de benceno-etanol fueron analizadas por

cromatografía gaseosa-espectrometria de masa. Los datos respecto a la com

posición de hidrocarburos se encuentran en la Tabla I y el cromatograma

correspondiente en la Figura 12. La planta contiene hidrocarburos satura

dos y lineales de 25, 27, 29 y 31 átomos de carbono siendo el hentriacon

tano el componentemayoritario. Curiosamente es también alta la proporción

de hidrooarburos ramificados de 31 carbonos con metilos en posición 2 6 4.

En la Tabla II están tabulados los espectros de masa de cada uno de los

hidrocarburos separados por cromatografía gaseosa.

Con éter de petróleo-benceno (381) se obtuvieron en las fracciones 14

32 residuos anaranjados que al ser iguales entre si según ocd, se juntaron,

reoristalizaron de acetato de etilo 1 analizaron por RNPe IR (Tablas III

y IV). Estas fracciones se descomponencon e1 tiempo pues la cod efectua

da al recoger dichas fracciones y las efectuadas dias después no coincidie

ron en el número de manchas siendo más en el último caso; Por análisis de

sus espectros parecen hidrocarburos altamente insaturados (carotenoides)

los que no fueron estudiados en detalle.

Tambiéncon éter de petróleo-benceno se eluyeron de la columna, grasas

y ceras. Las grasas obtenidas se separaron por cod preparativa en dos ban

das que se denominaron A y B; ambas se reflujaron por separado en solución

alcohólica de hidróxido de potasio. Al termino de la reacción se agregó

agua y extrajo con éter etílico; las fases orgánicas que contienen al in

saponificable fueron evaporadas y analizadas por cromatografía gaseosa.
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Dadoque la mezcla era muycompleja fue necesario, al disponer de una pe

queña cantidad de insaponificable, juntar los insaponificables A y B y

efectuar con la mezcla una separación previa por cod preparativa y aislar

asi seis bandas principales en cantidades relativamente significativas.

Estas bandas fueron luego analizadas por cromatografía gaseosa-espectro

metría de masa. La banda n° 1 (la de menor Rf) era una mezcla de tres com

puestos que analizados por el espectrómetro de masa con el auxilio de una

computadora y por comparación con espectros grabados en una cinta magnéti

ca se determinaron inequiVocamente comocampesterol (LXXIII), sitosterol

(LIXIV)y fucosterol (LIIV) (o su isómero, el isofucosterol) (Figuras 13 a

y 14). La banda n° 2 era una mezcla de cuatro compuestos según el cromató

grafo de gases. No se pudo determinar la estructura del de menor tiempo de

retención por cuanto estaba impurificado con el compuestomayoritario de la

mezcla; este último resultó ser, por comparación efectuada por la computa

dora de su espectro de masa con los grabados en una cinta magnética, el 24

metilénlofenol (LIXVI), un 4 a metil esterol (Figuras 13 b y 14). De igual

manera se determinó que el tercer compuesto era el 24-eti1énlofenol (LXXVII)

(Figuras 13 b y 14). El cuarto compuesto según el estudio de su espectro de

masa parece ser un isómero del etilénlofenol pero con la doble ligadura en

cadena lateral ubicada en distinta posicióno.

Conrespecto a las otras cuatro bandas desorbidas en la cromatografía

preparativa del insapcnifioable, no se pudodeterminar la estructura de los

compuestos que las integran dado que sus espectros de masa no aportan da

tos suficientes para determinarla; sólo en un caso se pudo establecer fe

hacientemente la estructura de una sustancia perteneciente a la banda n° 4‘

se trataba del licopersenc (o dihidrofitoenc) (LIXIX), precursor de carc

tencides (Figura 15). Sólo se puede agregar que los compuestos cuyas es

tructuras no pudieron ser determinadas por este método, parecen ser este

rcles, terpenos y terpenoles.
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194

208

227

Ma. 12. Cromatogranade hidrocarhzroa del Aonistua 'breviflorus.

eng I (ver cronistas-ranaFigura 12)

Hidrocarburos hallados e! el Loniatus breviflorus‘

025352 pentaeícosano (normal) ? (pico 56)

026354 hexaeioosano (normal) ? (pico 76)

027356 heptaeicoeano (normal) (pico 99)

028%8 octaeioosano (normal) ? (pico 117)

029H6° nonacoaaao (normal) (pico 139)

029!“ (ratificado) ? (pico 155)

031H64 4-netiltriaoontano .' (pico 178) 

031364 hontriaoontano (normal) (pico 183)

cun“ dimetilnonaoosano 'e (pico 194)

cunaB 4-metildntriaoontano 1' (pico 208)

033368 tritriacontano ranif. ? (pico 227)
Nota: los signos Y se emplean en los casos en que el ion molecular no fue

detectado y/o el espectro de masa.exclusivamente no fue útil para. anter

minar la estructura.



TABLA II

Esgeotros de masa de los hidroqggburos ramifioados del Acnistus breviflorgg

(ver oromatograma Figura 12 )

Pico 155 (C291160?) Pica 118 (4-metiltriaoontano)

sie . É 2k É
43 65 43 77

57 100 57 100

71 5° 71 99

85 39 85 69

99 12 99 24

113 10 113 18

127 8 127 12

141 7 141 10

211 1,8 155 9
169 7

183 6

Pico 124 (dimetilnonacosano ?) 197 5

m É 281 2
43 47 393 2,5

57 100 436 1,3

71 63

85 41

99 17

113 11

127 9

141 8

155 7

169 5

183 4

197 3

421 16



Pico 221 (tritriaoontano
ramificado 2)

¿.19
43

57

71

85

99

113

127

141

155

169

449 (M-15)

EsBectro IR de residuo

TABLAII (Continuación)

.É

52

100

61

4o

15

11

TABLAIII

MIL-3.2
2.820 cm_l

1.730 cn-l

1.460 cm-l
1.380 cm'l

1.170 cm‘l
-l
-l805 cm

732'cm

722 cm'l

-33

Pico 208 (4-metildotriacontano ?)
g¿g
43

57

71

85

99
113

127

141

155

169

183

421

TABLA IV

.É

57

100

63

43
18

12

mu4>mcoxo

Esggctro de RMPdel residuo de fracoiggps 14-32

Desglazamiento guímico Asiggación tentativa

(unidades de 8 )

0,93 (a) ¿ncho

1,28 (s)

22,0 (a) ancho

2,6 - 3,0 (m)

5,4 (a) ancho

metilos

metilenos

(cgé-c-c)

(c-cfig)



rifle. 13-3. Cromatograma.del insaponifioa‘ble de banda.1.

Pisa. 13-19.Cromatogramadel insaponificable de banda.2.
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HO +40
Campesterol Sitosterol

(LxxIII) (LXXIV)

+40 Fucosterol *4O g 24-metilánlofenol

(100W) (LXXVI)

\\

HO HO
E 24-etilénlofenol stígmasterol

(Lxxvn) (LxxvnI)

Figgga 14. Eateroles identificados en el ¿cnigtus gzeviflorus
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liooperseno (dihidrofitoeno) (LnIx)

escualeno -(LIXX)

Figura 15. Terpenos identificados en el extracto de éter de petróleo

Las fases acuosa alcalinas resultantes de la saponifioación de las

grasas se acidificaron con ácido clorhídrico y extrajeron varias veces

con éter etílico obteniéndose en esta fase orgánica los ácidos grasos;

estos se convirtieron luego en sus ésteres metílicos por tratamiento

con diazometano.Los ácidos grasos netilados se separaron por cromato

grafía gaseosa y se compararonsus tiempos de retención con los corres

pondientes a sustancias patrones de ésteres metilicos de ácidos grasos

saturados (Tablas VII y VIII- Figura 16) asignando de esta manera algu

nos de los picos de los cromatogramas de los ácidos grasos; graficandO'

los logaritmos de los tiempos de retención versus el número de átomos

de carbono de una serie homóloga (ver Figura 17) se logró la asignación

casi completa de los picos cuyos tiempos de retención se alinean sobre

1a recta. Para verificar fehacientemente la identidad de los ácidos gra

sos insaturados cuya presencia fue detectada en el espectro de RMP(Tabla

VI) se cromatografiaron patrones de ácidos grasos insaturados (Figura 16)

y además se procedió a la hidrogenación de los ésteres metilicos A y B



-37

que también se analizaron por ogl (Figuras 18-20). Del análisis de los

cromatogramaese comprobóque los ésteres metílicoe contenían ineatura

ciones ya que luego de su hidrogenación los picos de los saturados au

mentaron su porcentaje y los de los ineaturadoe disminuyeron o desapa

recieron según lo indica la Tabla IX. Del conjunto de datos obtenidos se

dedujo la presencia en la planta de gran cantidad de grasas y ceras cons

tituidas de ácidos grasos saturados de 12, 14; 16 y 18 átomos de carbono

(también probablemente de 24 y 26 átomos de carbono) e ineaturados de

18 carbonos con 1, 2 y 3 insaturaciones y posiblemente de 16, 21, 22 y

25"carbonos con una insaturación.

TABLA V

Espectros de IR tabuladoe de las grasas e insaponificables del Acnistus
breviflorue

Espectro IR de grasas crudas Espectro IR de grasas {banda A!
(en nujol) (film)

1.725 cm’l 2.850 cm’l

1.180 cm-l 1.740 cm-l

720-730 cm’l 1.480 cm’l

Es ectro IR de asas banda B) Espectro IR del insapgnificable A
film ' ‘ film

-1 -1
2.850 cm 3.200-3.500 cm

1.725 cm-l 2.900 cm.-1

1.460 cm'l 1.750 cm-l

1.17o cm’l 1.485 cm'l
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TABLAv (Continuación)

Esgectro IR del insaggnificable B

(film)

3.100-3.4oo cm'l

2.900 cm.-l

1.725 om’l

1.480 cm-l

TABLA VI

Espectros de BMPtabulados de las ¡Enano e insangnificables del

Acnistus breviflorus

Esgeotro de BMPde Egasas crudas Es ectro de BMPde asas Banda A

desplazamientd 5 ) ¿negación tant. desplazamientd 8 ) AsiEación tent.

0,9 (m) metilos 0,9 (m) metiloa

1,25(s) ancho metilenos 1,3 (a) ancho metilenos

1,5 (e) 1,6 (e)

2,1 (m) 2,0 c-c-cn3

5,9.5,0 (m) H olefínioos 2,3 (m)

4,5 (m) cge-ocon

Espectro de RMPde ¿gases {banda BZ

desplazamiento( 8) Aaiggacián tentativa

0,9 (m) metilos

1,25 (8) metilenos

1,6 (m)

2.0 (m) ch-c-c

2,4 (m) cgé-coon
5,5 (m) H olefínicos



TABLAv1 (Continuación)

Esgectro de BMPdel insaBonificable A Espectro de BMPdel insaBgnificable B

Desplazamiento (6 ) Asignación Desplazamiento ( 5) Asignación

0,7 a 1 (m) metilos 0,9 (m) metiles

1,2 (s) ancho metilenos 1,25 (s) metilenos

1,5 (m) 1.7 (m)

1,9 (m) 2,0 (m) qgQ-c-c

2.75 (m) 2,4 (m) GHz-COOK

4,6 (a) ancho 4,1 c-c-cge-on

5,3 (m) H olefinicos 5,4 (m) H olefínioos

TABLA VII

Tiemposde retención de ésteres metílicos de ácidos ¿gasos saturados

’ e insaturados Batrones

tiempos de retención Númerode carbonos

0,92 12:0 (laúrioo)

1,44 14no (mirístiCo)

4,23 18:0 (esteárioo)

2,39 _16so (palmítioo)

4,67 ¡18:1 (oleioo)

5,64 18:2 (linoleico)

7,19 18:3 (linolénico)

Para las condiciones en que fueron efectuadas las cromatografías ver

Parte Experimental (pág.160)



TABLAVIII

Tiempgsde retención de los ésteres metílicoa de los ácidos gangas

A I B del Acnistus breviflorus

Esteras ácidos ggasos A
2; N° de C

0,91 12:0 (láurioo)

1,06 12:1 2 (9-10 dodeopnoioo)
1,43 14:0 (mirístioo)
2,39 16:0 (palmítioo)
2,67 16J1 ? (8-9 hexadecenoico)
4,16 18:0 (esteárico)
4,64 ¡18:1 (oleioo)
5,62 18:2 (linoleico)
7,25 18:3 (linolénioo)
10,06 21:1 ?
13,70 22:1 2
18,65 24:0 2 (lignocérico)
25,61 25:1 ?
27,77 26:0 (oerótico)

TABLA IX

Esteras de ácidos ¿gases B
2;
0:93
1,06
1,43
2,39
2,69
4,16
4,64
5,62
7:21
10,05
13,64
18,56
25,48
27’51

N° de C

12:0 (lánrico)
12:1 ? (9-10 dodeoenoico)
14tO'(mirístino)
1680 (palmítioo)
16:1 ? (8-9 hexadeoenoico)
18:0 (esteáriOO)
18:1 ( oleioo)
18:2 (linoleico)
1833 (linolénico)
21:1 ?
22:1 ?

24:0 ? (lignocérioo)
25:1 ?
26:0 (oerótico)

Propgrción de ésteres metílicos Egincigalea de ácidos ggasoa sin hidroggnar
I de ésteres metílicos de los mismos ácidos ¿gasos hidrogenados del

Acnistus hreviflorus
N‘ de c Esteras metílicos de

ácidbs 528505 sin
hidrogenar S l

12:0 (láurioo) 2,091
16:0 (palmítico) 22,46
16:1 2 (8-9 hexadecenoico) 0,722
18:0 (esteárioo) 8,17
1811 (oleico) 6,27
18:2 (linoleico) 12,38
18:3 (linolánico) 20,45

Esteras metílicos de
ácidos 323808hidro
genados (%)

14,8
24,92
0

23,81
3.07
0

O



L
a

Figgga 16. -a- Cromatogramade ¿eteres metílicos saturados patrones.

U
b

b

-41

-b- Cromatogramade ásteres neiílicos insaturados patrones.

los. del

2 insaturacionea

-o,5}

/ l A A . 4 n n L 1‘ A n n I 4

0/13 ¡4 ¡5 I6 ¡7 I8 ¡9 20 2| 22 23 .24 25 26
n' de átomos de oariono

Píggaa 11. Representación gráfica del log. del gr (obtenido por cgl) va.
n° de átomos de carbono de los interes metílioon de los ácidos grasos.



-42

2; Area (fi)

0991 2,091
1,06 1,253
1,43 1,026
2,39 22,461
2,67 0,722
4,16 8,168
4964 61270

5462 12,377
7,25 20,448

10,96 1,685
13,70 5,478
18,65 1,516
25,61 2,350
27’77 89992

Fisgra 18.0romatogramade los ¿stores metílioos de los ácidos grasos (A)

oon la integración del área.



2;

0993

1,06
1,43
2,39
2,69
4,16
4,64
5,62
7,21

10,05
13,64
18,56

.25548
27,51

Area SE)

0,324
0,053
0,362

18,662
0.929
8,029
7,124

23,611
309259
0,960
2,876
0,207
1,066
09967

-43

Figgaa 12. Cromatogramade los ésteres netílicoa de los ácidos grasos (B)

con la integración del área.



Figgra 20. Cromatogramade los ¿stores metilicos de los ácidos grasos (A)

hidrogenados.

Continuando con la elución del extracto en 1a columna oromatográfica,

el uso de benceno - metanol condujo a la obtención de los esteroles (¿ir

Eres) de la planta en las fracciones 18-143.

En su espectro infrarrojo el dato más importante es la presencia de

grupohidroxilc. Se purificarcn los esteroles por placa preparativa de

sorbiéndose la banda que se habia desarrollado a igual altura que este

rcles sembradoscomotestigos. Se reoristalizó el producto desorbido de

la banda, de alcohol 95%.El análisis por cgi (Figura 21-a) determinó que

se trataba mayoritariamente de una mezcla de esteroles en los que se ha

llaban presentes, entre otros, campestercl (LXXIII), stigmasterol (IIIVIII)

y sitosterol (LXXIV)y en menor proporción también colesterol? dado que '

sus tiempos de retención coincidían con los de los respectivos patrones

en iguales condiciones ( Figura 14). Para confirmar estructuras se rea

lizaron espectros de masa de los esteroides mayoritarios, mediante oro
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matografia gaseosa-espectrometría de masa. Se analizaron cinco picos co

rrespondientes a los espectros n° 182, 381, 478, 488 y 506 (Figura 21 b 

Tablas I - XIV). Los espectros de masa de los picos 478, 488 3'506 con

firmaron la presencia en la planta de campesterol (LXXIII), stigmasterol

(LXXVIII)y sitosterol (LXXIV)(Figura 14) respectivamente pues sus pesos

moleculares eran los esperados y las fragmentacfones que ezperimentahan

(Figura 22) eran las corrientemente descriptas en literatura(lle) para

este tipo de compuestos.

El pico 182 correspondía a un compuesto de peso molecular 296, lc cual

ya descartaba la posibilidad de que se tratara de un esterol, pues era

muybajo; las rupturas que presentaba su espectro de masa apuntaban a un

alcohol insaturado de fórmula. (2203400. La pérdida de 18 unidades de masa

(m/e= 278) indicó que se trataba de un compuesto oxigenads. La presencia

de iones de la serie alifática y olefínica sugerian una cadena larga y

ramificada. El pico base (m/e- 71) se puede explicar comoproveniente de

una rupturalglga al grupo hidroxilo lo que da lugar a cuatro estructuras

parciales posibles (Figura-23). La pérdida de«aguay la posterior p‘rdi

ds de olefina permitirían justiiicar los iones de n/e- 196y n/e- 82 6

.bien el de m/e- 68, dando lugar también a dos estructuras parciales posi

bles (Figura 24). E1 fitol es.un alcohol de fórmula 0203400componentede
la clcrcfila y.aparentemente la sustancia cuyoíespectro de masa es el nQ

182no es fitol sino un isómero de ‘ete, de.acuerdo a los datos de espec

trometría de masa que se dan en literatura(119). Según éstos el pico base

del fitol es el ion molecular (m/e--296) y otros picos importantes tienen

m/ez 278, 263, 253, 252, 250, 249, 196, 126 y 111.

El compuestocorrespondiente al espectro n’ 381resultó ser cl escua

1eno (LKXX-Figura14), (030350); los fragmentos que se observaban en
este espectro de masacoincidían con los principales desoriptcs en li
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teratura<12°) para el escualenoz pioo base m/e= 69 y otros 341, 205, 137

.y 81. En conjunto, el total de esteroles libres resultó aproximadamente

el 1,4%del peso del extracto de éter de petróleo, o sea el 0,06%del

peso total de planta seca.

Figgga 21-a. Cromatogramade loa esteroles libres del ezáraoto de

éter ¿e petróleo.

80°

'00
4

.... .....,......-... ..
’ no. no no

Figgga 21-b. Diagrama de computadora del cromatograma de la Figura 21-a.
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TABLA I

, Espectro de masa.n° 182 corresmndiente a cromatoEama de Figu_ra 21 a z 'b

¿ik Intensidad (fi) Asíggación “tentativa.

296 0,7 11+

278 1,2 11+- 18

196 2,2 0141128

193 0,6 014112S

182 0,6 cnflzó

165 0'4 c12H21

151 1,0 0111119

140 15,6 0101120

126 10,4 09318

123 29,8 C9113)

113 3,7 081117

111 9,7 081115

95 17,9 071111

82 18,6 061110

81 32,1 06119

71 100,0 0411-70

68 23,3 0538

57 159° 053-,

56 18,6 c438

55 22,4 c4117

43 15,7 c337



TABLA H

Esmotro de masa.n° 381 oonesmndiente a. oromatoEama de P1321121 a. z b

¿[g Intensidad Asiggaoióntentativa

41o 0,4 u+

367 0,3 n* - 43

341 1,3 u+ - 69

273 0,4 020333

231 0,4 c17327

¿17 0,6 c161:25

203 1,3 c15323

191 L5 014323

189 1,0 0141121

175 1,2 013319

161 1,5 cual7

149 5,2 c11317

137 14,6 c10317

121 7,9 C9H13

109 5,5 c81113

95 12,8 07311

81 57,7 c639

69 100 c H59



TABLAHI

Eggeotro de masa n° ¿18 oorrespgndiente a cromatoggama de Figgga 21 a I b

gía Intensidag (El Asiggaoióntentativa

400 100,0 n"

385 37,3 nf- 15

382 50,7 u*. 18

367 37.3 n+- 157- 18
+

273 23,1 H - (09319)

231 23,9 M — (c91119 + 42)

213 40,3 231 - 18

163 26,1 ver esquema de Figura 22

145 37,3 163 - 18

TABLAXIII

Esgeotro de masa n° 488 oorrespgndiente a cromatoggana de Figgga 21 a z b

EL; Intensidadífi! Asiggaoión tentativa

412 2,9 11"

394 11,9 u“ - 18

379 13,4 14* — 15 - 18
+

273 24,6 n .- (010319)
+

255 100,0 m - (0101119 + 18)

231 17,2 14+- (0101119 + 42)

163 26,8 ver esquema de Figura 22

145 26,9 163 - 1a



TABLA XIV

Esmctro de masa.n° 506 corresmndiente a, cromatoEama. de F1523. 21 a I b

¿ng Intensidad (%) Mieaoión tentativa

415 21,6 n*+ 1

414 100,0 M+

396 50,0 n*- 18

273 26,1 ¡Ü-(clonzl)

255 33,6 {40101121 + 18)

231 29,1 ¡lt-(610321 - 42)

213 47,8, 231 - 18

163 33,6 ver esquema de Figura 22

145 50,0 163 - 18

"\
+ H

-->
¡40 +40

l m

HO HO

n/o - 153

Haga 22. Espectrometría. de masa.de esteroides; ruptura del anillo C.



+.
OH/

+

r \ CH43-03-03-033

m/e = 71

ll/ \ CH2=CH-CH2-CH-6H
m/e = 71

F1555! 23. Ruptura G.en isómeros del fitol.

++.
HOJJ ¡a ' N
t }m d }m°' +

2? + Í :2 c H
0\\\- c, Ozgx. F) 3 6
34? ‘3<5

6' m/e=68

+.
HO‘MH/ ‘¿Q Ig c H

Q hïu'—-* mas 4 8
UH + ¡(NZ OH m/e= 82

5\\\ 0¿? \\\ +

04H8

frag. neutro

W\
W

.*‘\“ï>
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C13327

+

0112,u-»c(cr13 )—CH=0H

m/e = 71

C13H27 +

CH2-cn-c(cn3)-0n

m/e = 71

°13H27

frag. neutro

C12H25
frag. neutro

kn
12 25

m/e= 196

Figgga 24. Pérdida de agua y olefina en isómeros del fitol.
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c. DESCRIPCION DE RESULEADOS PARTE 2 - ESTUDIOS QUIMICOS

Transformacianes efectuadas sobre withanólidos.

Antecedentes.

La mayoria de las reacciones que se realizaron sobre withanólidos han

tenido la finalidad de determinar la estructura de algún compuestoperte

neciente a esta clase de esteroides! en muchoscasos consistieron en 1a

obtención de derivados simples! productos acetilados, hidrogenados, des

hidratados. En otras oportunidades, estudiando la estructura de algún

withanólido, se descubrieron transformaciones inéditas que motivaron lue

go un estudio más profundo de la misma pero ya no con un propósito estruc

tural. Esto permitió conocer más a fondo la quimica de los esteroides po

co comunesen cuanto a su funcionalización se refiere por cuanto algunas

de estas reacciones poco usuales fueron extendidas a compuestos modelo,

pero no withanólidos, a los que se habia funcionalizado parcialmente a

semejanza de los últimos. De esta manera se pudieron determinar los alcan

ces y limitaciones de dichas transformaciones.

Tambiénla necesidad de determinaciones estructurales incentivó el

estudio del comportamientoquimico de l-oxoesteroides(llo) y 1,4-dioxo
(108)esteroides de los que en literatura había pocos antecedentes.

Kunduy colaboradores han hecho una compilación de las reacciones que
(121)sufren los vithanólidos o Un brete resumen de las mismas juntamente

con una amplia cobertura de las propiedades espectroscópicas, caracteris

ticas estructurales y funcionales, origen biosintético, propiedadesfi

siológicas y sintesis de withanólidos han sido publicadas en dos exce

lentes trabajos de revisi6n(4’5).

Aúnreacciones tan sencillas comouna hidrogenación presentan en los

withanólidos rasgos interesantes! asi, por ejemplo, la hidrogenación de

(10.11.39).la withaferina A (I-a) puede efeotuarse por etapas El primer
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mol de hidrógeno consumido, conduce a la formación de 2,3-dihidrowitha

ferina A (LXXXI-a) (Figura 25). Seguidamente se consume un segundo mol

de hidrógeno por hidrogenólisis del hidroxilo de carbono 27 para dar la

2,3-dihidro-27-desoxiwithaferina A (LXXXII-a). Finalmente se consumeun

tercer mol de hidrógeno más dificultosamente por la adición a la doble

ligadura tetrasustituída del anillo laotónioo de la cadenalateral obte

niéndose por tanto 1a 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferina A (LXXXIII-a)

(Figura 25). Es importante acotar que puede detenerse la hidrogenación en

cualquiera de las etapas antedichas simplemente vigilando el consumode

hidrógeno. Es interesante hacer notar también el comportamientodiferente

de los dos hidroxilos alilicos de 1a moléculas el de carbono 27 sufre hi

drogenólisis pero no asi el de carbono 4. Esta disimilitud de reactivi

dad comose verá más adelante, se presenta también en la reacción de oxi

dación. La reacción completa de hidrogenación insume alrededor de 16 ho

ras, pero si se la prolonga por Varias horas más ( en las mismascondi

ciones es decir, a una atmósfera de presión a temperatura ambiente) se for

ma un producto de reordenamiento similar al que se produce cuando la wi

thaferina A se somete a la acción de ácidos. Este reordenamiento es di

ficil de explicar en el caso de la hidrcgenación y se discutirá poste

riormente a continuación de haber explicado su mecanismoen medio ácido.

La oxidación de la molécula de withaferina:a con dióxido de mangane

so es selectiva: fundamentalmentees afectado solamente el hidroxilo de

carbono 4 (LIIXIV-a)(Figura 25). La velocidad de oxidación de los dos

grupos.alcohólicos es bastante diferente puesto que en las condiciones de

la reacción sólo se forma un 3 a 5%de un compuesto en el cual ambos gru

pos sufrieron oxidación(lo’39)o Tal vez la razón de tan disimil reactivi

dad quimica se encuentre en el hecho de que el hidroxilo de carbono 27

es capaz de formar una unión por puente de hidrógeno con el carbonilo de
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Hz-Pd/c (mn)
a) RI-RZ-H a) Rl-Rz-H

ORl b) 31-11. R2-OOA1-Br OR b) 121-112- 000113
o) nyazncocn3 '

a) nl-cocn3; lie-comí:

(m1)
a) R1=H

b) ¡srl-coca3
O b) n -coc¡13 OR]

unión por puente
de hidrágeno (LXIXIII)

a.) lil-H

b) 31400113

Figgga 22. Redncntóny.ozidación de withanólidos.
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1a lactona (Figura 25) mientras que el hidroxilo de carbono 4 aún te

niendo cercano un epéxido carece de esa posibilidad dada la configurar

ción de la molécula. Tambiénes factible benzoilar selectivamente al hi

droxilo de carbono 27 con cloruro de p-bromobenzoílo(39) (I-b) (Figura 25)

En cambio, por acetilación de la molécula en las condiciones usuales (pi

ridina-anhidrido acético) se forma e1.diaoetato de vithaferina A (I-c)

(Figura 25).“

Conel objeto de determinar la estructura de la withaferina A se hiso
(este interesante conjunto de reacciones 10)(Figura 26): la apertura del

epézido del acetato de la 2,3-dihidro-27-desoziwithaferina A (LXXXII-b)

con ácido bromhídrico en ácido acético glacial a 15° condujo a 1a bromo

hidrina LXXXV.Comoacotación aparte cabe mencionar que el epóxido se pu

do regenerar por tratamiento con base. La deshromación de la bromohidri

na con níquel Raneyy la posterior deshidratación del alcohol terciario

con cloruro de tionilo a temperatura ambiente dio lugar a un acetato de

enol (LXXXVII)que fue hidrolizado a una mezcla de 5C! y 5/3 1,4 diceto

nas (LXXXVIII).La mezcla se trató luego con etanoditiol y eterato de tri

fluoruro de boro. Se obtuvo una mezcla de mono (LKXXIX)y bisditiocetal

(IC). Separado el último, se redujo con níquel Raneylograndose sinteti

zar así una molécula con la estructura básica de los withanólidos (XCI).

Puede destacarse también que el monoditiocetal LXXXIXal ser reducido

con níquel Raney daba lugar a un producto (¡CII á Figura 27) cuya confi

guración en carbono 5 era[3 , distinta de la obtenida con el bisditioce

tal XCque conducía a orientación SCI. Por tiocetalización del compuesto

ICII se obtiene un esteroide 5‘1 (XCIII) el cual, reducido a su vez con

níquel Raney produjo un uithanólido 5L} (XCIV), epímero en carbono 5 del

compuesto XCI(2). Esto es debido a que la presencia de un grupo carboni

lo en carbono 1 estabiliza a los esteroides 5L? muchomás que a los St)
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y a que el 4-ditiooetal tanto para la serie SB como la SOLee forme.

(108,122).a través de un mismointermediario

OAc

(1xxxv1)

14
H

OLJ \\
5ñ

s s
OA:

(LKXXVIII) (LKXXVII)

H

‘ 5, (xo)

1: BrH, AoOH, 15°

2: HONa.

3' níquel Raney

48 01280, C5E5N,

temp. amb.

Sl etanoditiol,

Br3(c2H5)2o
l

H

Figga 26. Eliminación de grupos funcionales en Iithanólidos.
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BF3(02H5)20

3 3 “aHHH‘
níquel
Raney
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(XCIV) (XCIII)

Figura 21. Isomerización del carbono 5 de los withanólidos.

Cuandola withaferina A ee trató con cantidades oatalíticae de ácido

p-tolueneulfónico en solución metanólica se formó el 3-metoxi-2,3-dihidro

derivado LIX ya comentado. Si en cambio ee expone a 1a withaferina A a

condiciones alcalinas en solución metanólica a temperatura ambiente, ade

más de adicionarse el metanol a la enona del anillo A, se forma un metil

éter en el carbono 27 (XCV).Esta reacción ee puede racionalizar suponien

do un proceso de eliminación del grupo-hidroxilo seguida de una adición

de Michael de una molécula de solvente(lo) (Figura 28).

La withaferina A talbién sufre reordenamientoe curiosos en medio áci

do<123) (Figura 29); asi, cuando se la trata con ácido sulfúrico en medio

acético sufre un reordenamiento de tipo pinacolinico que proVoca la con

tracción del anillo A con una pérdida concomitante de un átomo de carbo

no(2). Si en cambio se somete a la 2,3-dihidro-27-desozivithaferina A

(LXXXII-a)al mismotratamiento ee produce el reordenamiento anterior pero

<2),sin pérdida de un átomo de carbono,
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Inesperadamente, esta mismareacción toma lugar cuando se procede a la

reducción catalitica (Pd/C-10%)con hidrógeno de la 2,3-dihidro-27-deso

xiïithaferina A (LxxxII-a) durante un tiempo prolongado (por lo menos24

horas). Esta reacción podría ser racionalizada teniendo en cuenta que el

hidrógeno disuelto en metales tales comoPd o Pt está positivamente car

gado en alrededor de 1/50 de la carga del electrón por átomo(124’125);

pareciera que esto es suficiente para iniciar la protonaoión del oxigeno

del epóxido y asi permitir que se produzca el reordenamiento(2).

No solamente la withaferina A sufre reordenamientos inusuales! se ha

publicadoueó) la curiosa transformación que sufre un 14a,17fi ,200t

trihidrozivithanólido (XCVIII-ngra 30-) cuandoee tratado con ácido per

iódico. En lugar del esperado derivado 14(1, 1713-dihidrozipregnano-20

ona se obtuvo, luego de oxidar, la dioetona XCIX.El reordenamiento es pro

movido por el hidroxilo de 14a , pues la mismareacción llevada a Cabo

sobre un 5a, 6fi-dihidrozi-JA-eno dio la esperada 173-hidrozipregnan

l4-en-20-ona(CI)o le evidente que el intermediario de la reacción es un deri

vado (C) de pregnan-ZO-cna que se reordena aún en las condiciones suaves

de la reacción (Figura 30).

Las reacciones que sufre el epózido de los withanólidos en posición

513, 613 se limitan en general a su apertura en distintos medios y condi

ciones. Asi por ejemplo el tratamiento de la Jaborosalaotcna A (LIIX)

con una base a temperatura ambiente en metanol, produjo jaborosalaotona

B(CII-Figura 31-), por apertura del epóxido y eliminaoi6n(43’44). Con

ácido clorhídrico la 2,3-dihidro-27-desczdjaborosalactona A (CIII) sufre

una reacción semejante (Figura 31) mientras que con ácido acético el mis

mocompuesto CIII recibe la incorporación de un grupo acetato de una ma.

nera, meoanistioamente, no muybien aolarada en cuanto a la estereoquimioa

del producto final( 43’44)e
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_Con ácido perclórioo en metanol se introduce en el compuesto CIII un

mp0 metozilo(42)(Figura 31). Eh la withaferina A y compuestosrelaciona

dos se determinó que los grupos entrantes que atacaban a1 epózido no se

guían el patrón normal de sustitución y se adjudicó el hecho a la influ

encia del hidroino de carbono 4 por impedimentoestérico

por ejemplo, se obtiene la SB-hidrozi-ó a-bromo 'bromohidrina(marv

Figura. 26-), en vez de la esperada. 5 a -bromo-6B -hidroxi- La reacción

con hidrazina y ácido aoétioo de la a , fi -epo:ioetona CVII da lugar a un

alcohol alilico CVIII; si este último se intenta oxidar según el método

de Jones (Cr03 + 504112)no se obtiene la. cetona insaturada sino que se re

genera la o. , B -epoxicetona. Igualmente si se oxida el Pozo-4,8 -h.i

droriwitha-5,24-dien61ido CII con el mismoreactivo se obtiene el mismo

producto (Figura 32). Esta sorprendente propiedad de epozidación del CrO3

parece manifestarse solamente en este tipo de compuestos y exclusivamente

con alcoholes alilicos, ya que la, doble ligadura de la oetona Ol, Binsa

turada del compuesto CXno es epoxidada. Estudios hechos sobre compuestos

modelo indican que sólo los alcoholes alílicos axiales pueden dar esta.

(130-132). Si el epózido se encuentra en P051015”10‘ ¡B respect"reacción

de un grupo carbonilo, se reduce con 0120:1-al compuesto oarbonilico a. “8

inaaturado comose aprecia, para un derivado de la withaferina A, el com

puesto CVII y otro de la Nic-l, el compuesto CiI (Figura 32).

Las reducciones con borohidruro de sodio son también interesantes y

su resultado depende de la estructura de los anillos A y B de la molécu

la, según los datos obtenidos con compuestos modelo; asi si el epózido

es 5 o. , 6 0Ly hay una doble ligadura entre los carbonos 2 y .3, la reduc

ción es un proceso 1,2 formándose una, mezcla de alcoholes alilicos 1 a y

l B 1 pero si el epóxido es SB ,6B la reducción es un proceso 1,4 dan

do primero la. cetona saturada y pudiendo continuar luego la reacción has
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(133).ta el [3a1cohol saturado Si en cambioel l-ozoesteroide pertenece

a la serie 5 a y la cetona es saturada, se obtiene el 1 a hidrozi deri

vado ¿ax_ia_l¡si es de la serie .8 , también se obtiene el 10L hidroxi deri

vado pero ecuatorial. En el caso de l-ozo-S[3,613-epoziesteroides el pro

ducto de la reducción es el l B -hidroxiderivado (Figura 33). En la 2,3

dihidro-27-desoxijaborosalactona A (CIII) la reducción del carbonilo del

carbono 1 con borohidruro de sodio a temperatura ambiente conduce a1 a1

cohol secundario CXIII (no se especifica su configuración)(43’44)(Figura

33). Sorpresivamente, el epóxido no es afectado por el reductor comoasí

tampocopor el hidruro de aluminio y litio; aún en condiciones más enér

gicas (borohidruro de sodio en diozano a reflujo o hidruro de aluminio y

litio en tetrahidrofurano a reflujo) se obtiene a partir del acetato de

la tetrahidrodesoziwithaferina A (LXXIIII-b) el correspondiente tetrol

(CXIV- Figura 33 -), si bien no fueron publicadas las propiedades fisi
(11)cas y químicas de este compuesto . Se ha visto pues que los hidruros

mencionadosproducen la apertura reductiva del anillo lactónico. Si se

trata con ozono a 2,3-dihidroderivados de la withaferina A (LXXXI-by

LXXXII-b)o bien con tetróxido de osmio y periodato de sodio se abre tam

bién la lactona para dar el correspondiente catol CXVII(11)(Figura34);

este último se derivatiza deshidratándolo para dar la cetona insaturada

CXVIII y luego hidrogenándolo para obtener 1a cetona saturada CXIX. Los

intentos de obtener el hidroxiácido correspondiente a la lactona por tra

tamiento con base y posterior acidificación (para aislarlo) fueron infruc
(11)tuosos porque siempre se recuperó a la lactona intacta . La apertura de

la mismacon base se logró sin embargopor transesterificación con metózi

do de sodio en metanol(9)(Figura 34).
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De las reacciones químicas mencionadas aquí se desprende que los

withanólidos son compuestos muy sensibles a ácidos y bases y que su

química es, en algunos aspectos, bastante complicada. Es natural que

así sea dada 1a gran cantidad de grupos funcionales que poseen) de

ellos los más reactivos son! la enona del anillo A, el hidroxilo de

carbono 27 y el grupo epóxido.
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Transformaciones efectuadas sobre los withanólidos aislados del Acnistus

breviflorus.

Las reacciones que se detallarán a oontinuaoión tuvieron por objeto

la modificación funcional de los anillos A y B de los withanólidos según

pautas estructurales más sencillas y estudiar el comportamientoquimico

de estas moléculas tan complejas. En especial, se trató de determinar en

qué medidaera factible efectuar reacciones selectivas, es decir afectar

algún grupo funcional sin modificar al resto; si esto no fue posible en

algunos casos, se investigó qué tipo de cambio se provocaba sobre los

grupos funcionales que no se intentaban modificar. Paralelamente, cuan

do fue posible, se buscó comoevitar esas reacciones laterales. La mayo

ría de las reacciones efectuadas se hicieron sobre los uithanólidos sin

derivatizar mientras que, por el contrario, la mayorparte de las reac

ciones desoriptas en literatura se habían realizado sobre derivados de

withanólidos en especial 2,3-dihidro-27-desoxi derivados (o sea aquellos

que no poseen dos de los más reactivos grupos funcionales de la molécula

a saberI-la doble ligadura entre los carbonos 2 y 3 y el hidroxílo ali

lioo del carbono 27). En estos últimos casos la posibilidad de complica

ciones al efectuar una reacción se encontraba disminuida, lo cual era ne

cesario por supuesto ya que en general se trataba de determinar la estruc

tura de un nuevoïithanólido y por tanto de evitar reacciones laterales

que no contribuyeran a ese fin.

En algunos de los ensayos que se describen en este trabajo se inten

tó introducir nuevos grupos funcionales y determinar si era factible ha

cerlo selectivamente para luego modificar los preexistentes sin afectar

a los recientemente introducidos.

La mayoria de las reacciones que se describirán tuvieron por sustra

to a la withaferina A por razones de disponibilidad dado que es el este

roide que en mayor propooión se encuentra en la planta si bien se efec
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tuaron también algunas sobre los otros hallados en ellas jaborosalactonae

A y D.

Netoxilación I acetoxilación de withaferina A.(Figura 35)

En la Parte l dedicada al aislamiento de los withanólidoe del Aonis

tus breviflorus, se mencionóque se había obtenido una mezcla de withafe

rina A (I) y de 2,3-dihidro-3-metoziwithaferina A (Lxx) difícil de separar

en sus componentes. Se habia señalado que el segundo era el producto de

la adición del solvente de extracción, metanol, a la withaferina A. Este

inconveniente llevó a la decisión de utilizar la mezcla comotal trans

transformándola directamente en el 3-metozi deriVado por tratamiento de

la misma con metanol y acetato de sodio, según la técnica de Kupchamy
(39)colaboradores . Se obtuvo asi el producto deseado con rendimiento cuan

titativo y sin rastros del metil éter que se formacon el hidrczilo del

carbono 27 por reacción durante un tiempo prolongado con metancl en medio

ácido, según se describió en la página 57. El 3-metoxi derivado LIXse u

tilizó comomateria prima para determinar si el carbono 2, con densidad

de carga positiva a causa de estar flanqueado por dos sustituyentes atrac

tores de electrones, podria aceptar un eustituyente más en el ya estéri

camente compactadc conjunto de grupos funcionales del anillo A. Se eligió

comogrupo entrante al aoetoxi y la reacción se efectuó con tetraacetato

de plomo comoreactivo y en benceno anhidro como solvente<134-137). La

reacción se realizó a reflujo en relación molar lll de reactante a reac

tivo hasta que el test de icdnro de potasio-almidón fue negativo. Se obtu

vieron aproximadamenteun 50%del 3-metozi derivado sin reaccionar y al

rededor de un 20%del producto deseado. También se formó un 5%de un com

puesto que posee un grupo acetato según lo revela su espectro infrarrojo

pero sin identificar. En el espectro de BMPdel compuesto deseado (CXII)

la señal del protón del carbono 3 se presenta a 3,77 ppmcomoun doble
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doblete no muybien resuelto de J - 4 Hz (acoplamiento con H-4 que apa

rece comoun doblete a 3,42 ppm) y J- 1 Hz (aproximadamente). La señal

más significativa es un singulete ancho a 4,9 ppmque correspondería al

protón del carbono 2 donde se halla el acetato introducido en la molécu

la, aparentemente en posiciónti. Según las tablas de Zürcher la señal del

metilo angular del carbono lO debería desplazarse 0,044 ppmhacia campos

altos al reemplazarse un protón por un grupo aoetoxi con orientación O

en la posición 2, mientras que en la mismaposición, pero con orientación

[3 deberia esperarse un desplazamiento a campos bajos de 0,147 ppm. En el

caso de la 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A la señal del metilo 19 ( a

1,3 ppm ) se desplazó a 1,27 ppmcomo era de esperar si el grupo acetoxi

se encontrara con orientación cx. Asimismo, de mantenerse la conformación

9239 para el anillo A (ver Capitulo 4) y estando el grupo acetoxi con

orientacióna, los protones de los carbonos 2 y 3 formarían un ángulo

diedrc de aproximadamente 120°, lo que de acuerdo a las ecuaciones de

(1389139) (14o) permitiría predecirKarplus o las de Williamson y Johnson

una constante de acoplamiento pequeña mientras que si la conformación del

anillo A sigue siendo bots pero la orientación del grupo acetoxi esfi3, el

ángulo diedro entre los protones de los carbonos 2 y 3 es nulo y el aco

plamiento muy grande. Dado que la señal observada del carbono 2 es ancha

y está sin resolver, esto también apoyaría-la presunción de que el grupo

acetoxi introducido se encuentra en posición<1. Por otra parte, el espec

tro de masa indicó el peso molecular esperado y se obserVan pérdidas de

ácido acético y metanol.

Hídrogenación de vithaferina A. (Figura 35)

Si bien esta reacción está descripta en literatura (39) se la menciona

aqui porque con la intención de sintetizar la 2,3,24,25-tetrahidro-27

desoziwithaferina A (LXXXIII-a) para probar un nuevo agente oxidante, se
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encontró que se formaba un producto secundario previamente no descripto,

distinto de la 2,3-dihidro-2T-desoxivithaferina A esperada. Paralelamen

te se buscó mejorar el rendimiento del producto LXXIIII-a por lo que se

hicieron hidrogenaciones en distintas condiciones cuyos resultados están

expuestos en la Tabla XV.

El mejor resultado se obtuvo empleando catalizador de paladio 10%

sobre carbón en etanol a temperatura ambiente. Separados los productos de

reacción por cromatografía preparativa se obtuvo un 63,3%de un producto

menospolar que la sustancia de partida y que era la esperada 2,3,24,25

tetrahidro-ZT-desoxiïithaferina A (LXIXIII-a) y un 16,7 %de un producto

de igual valor de relación frontal (nf) que la vithaferina A. Este últi

mono era ni Iithaferina A ni 2,3-dihidro-2T-desoxiwithaferina A (LXXIII-a)

(que teóricamente debiera tener Rf mayor) j se le asignó la estructura

CXXIIIpor las siguientes razones! en su espectro de BHPse nota la super

posición de dos dobletesi uno es el de carbono 21 y otro el de carbono 28'

lo cual, comose explicará más tarde indicaría que el doble enlace entre

los carbonos 24 y 25 fue hidrogenado. No aparece la señal del carbono 27

comometilo tal comosucede en el desoxi derivado, ni la del carbono 27 co

mo metileno tal como ocurre en el BMPde la uithaferina A. Aparece en cam

bio una nueva señal, compleja, entre 3,7-4,0 ppmque podria ser la de un

grupo R-ng-OH. Este hecho indicaría que eI doble enlace entre los carbonos

24 y 25 fue hidrogenado pero el hidrozilo de carbono 27 no sufrió hidro

genólisis. Los protones del metileno de carbono 27, que no son equivalen

tes, formarian un sistema ABI con el protón de carbono 25 (que es un cen

tro quiral) incorporado en la hidrogenación. En el espectro infrarrojo de

los dos compuestos obtenidos por hidrogenación (LXXIIII-a y CXIIII) se

observan dos señales claramente distintas! una de ellas a 1700 cm.1 co

rresponde a la vibración de tensión c-o de un carbonilo saturado (el gru
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po oeto de carbono l) y la otra a 1740 cm-1 es una banda ancha que corres

ponde a la tensión C-O de una lactona saturada de seis miembros. En 0am

bio en la withaferina A sólo aparece una banda con dos máximosa 1670 y

1680cm.1 por superposición de los carbonilos(l,[31nsaturados de la enana

del anillo A y de 1a lactona de la cadena lateral. Esto confirma que en

amboscasos se hidrogenó el doble enlace entre los carbonos 24 y 25.

Finalmente, el espectro de masa del compuestominoritario (CXXIII) in

dica un peso molecular de 474 confirmando por tanto la presunción de que

sólo se hidrogenaron los dos dobles enlaces de 1a withaferina A (peso mo

lecular = 470) y que el compuestc no sufrió hidrogenólisis. Ademásel ion

de m/e- 125 que corresponde al fragmento anillo lactónico más una pérdida

subsiguiente de agua, reafirma la hidrogenación del doble enlace entre los

carbonos 24 y 25 y la presencia de un hidroxilo en la lactona de la cadena

lateral. Comooorolario se puede afirmar, que el resultado obtenido repre

senta un comportamiento " anormal " en 1a hidrogenación de los vithanóli

dos, no establecido en literatura e inverso a1 previsto pues comose de

talló en la sección de antecedentes el orden de reacción es! 1°) el doble

enlace entre los oarbonos 2 y 33 2°) hidrogenólisis del hidrozilo de car

bono 27 y 3°) reducción del doble enlace entre los carbonos 24 y 25- Pue

de afirmarse por tanto que esta regla es general pero no absoluta puesto

que, minoritariamente, se obtienen productos que no la cumplen.

Oxidaciónde la 2,3,25¡2S-tetrahidro-2I-desoxiïithaferina A SLIXXIII-a).
A1producto principal de la hidrogenaoión anterior-se lo trató con

olorocromato de piridonio(141) . La desaparición del producto de partida

fue total pero los productos de reacción eran tan numerososque no fue

posible identificarlos. Pon-lo tanto se intentó entonces, ozidar a1 te

trahidrodesoxi derivado (LKXXIII-a) con el complejo trióxidc de cromo

piridina generado " in situ "(142). Se obtuvo así un residuo blanco
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cristalino comoúnico producto de reacción que fue identificado comoel

1,4-díoxo-5[3,613-epoxiwithan61ido (CXXIV)ya que en su espectro de RNP

no existe la señal del protón de carbono 4 que aparecía a 3,5 ppmen la

tetrahidrodesoziuithaferina A (LXXXIII-a)y la señal del metilo-19 se

desplazó a 1,18 ppm. Este desplazamiento a campos altos de la señal del

metilo-19 era de esperar ya que se conocen withanólidos con igual patrón

de sustitución en los anillos Ay B que presentan idéntico desplazamien

to químico que el observado para el metilo-19 que el producto de oxida

ción sintetizado. Por otra parte, el espectro de masa del compuesto CXXIV

presenta el peso molecuïar esperado y muestra algunas de las rupturas ca

racterísticas de los withanólidos (ver Capítulo 4 ).
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Reducciones con borohidruro de sodio.gFigura 36).

La finalidad de las reacciones que se describen fue el poder reducir el

carbonilo de carbono l de la withaferina A sin afectar al anillo lactóni

co ya que referencias de literatura indicaban que esta selectividad era

posible(143-l45).

tado(ll)
Era además conocido que el epóxidc 5/3,6/3no era afec

y que algunos sistemas carbonilícoscgfiïinsaturadcs en esteroides,
(1459147)se reducían al alcohol alilico correspondiente o En el caso de la

ïithaferina A, 1a reducción directa con bcrohidruro de sodio actuaba tam

bién, aunque paroiaümente sobre la lactona, por lo que fue necesario in

troducir modificaciones para etitarlo. La reducción de la lactona quedó

evidenciada porque de los dos productos de reacción que se obtenían a

temperatura ambiente, el minoritario no presentaba en su espectro de BMP

la señal a 4,4 pm: correspondiente al metilenc de carbono 27, ni la del

metilo de carbono 28 a 2,0 ppm, lo que indicaba la saturación del doble

enlace de la lactona y aparentemente la reducción del grupo oarbonilo de

ésta también. Comose desprende de los datos de 1a Tabla XVI, la reducción

de 1a lactona se eVitó efectuando la reacción a 0°, pero siempre se obte

nía el producto de reducción 1,4 en anillo A, es decir, el alcohol satu

rado. En el espectro de BMP,los datos más importantes son! 1a desapari

ción de las señales de los protones olefinicos y el corrimiento de la se

ñal del metilo-19 a 1,17 ppmy el espectro de masa indica un peso molecu

lar que tiene cuatro unidades más que el de la withaferina A.

En tanto este trabajo estaba en ejecución fue publicado un artículo

informando el mismoresultado (reducción 1,4 en anillo A) en withanóli

dcs(133) aunque no se menciona que a temperatura ambiente (condición en

la que se efectuaron todas esas reacciones descriptas) 1a lactona también

se reduzca. En concordancia con aquella publicación en nuestro caso se

obtuvo el alcohol saturado CXXVen la posición l con orientaciónl}.
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Contrariamente pues a lo que se enseña en los libros de texto, el boro

hidruro de sodio, al menos para enonas ciclicas, reduce también los do

bles enlaces, según demuestran Johnson y Rickborn en una esolareoedora

(148).publicación
(149)Recientemente se informó que enonas oiclicas que normalmente su

frían una reducción 1,4 podían ser reducidas al alcohol alilico corres

pondiente (aún las más susceptibles al ataque 1,4 comola 2,3 ciclopente

nona) si el borohidruro de sodio usado comoagente reductor iba acompaña

do por un lantánido tal como el Ce3+ o el La3+. La reacción efectuada so

bre sustratos sencillos pero proclives a la reducción 1,4 se realizaba

a temperatura ambiente y demoraba sólo unos pocos minutos (5 a 10) sien

do los rendimientos excelentes (90-100%). Aparentemente un complejo que

se forma entre el catión de la familia de los lantánidos y el compuesto

carbonilioo es el que conduce a que 1a reacción sea un proceso selectivo

1,2 sobre el carbonilo, comprobéndose que el Ce3+ (en la forma de su

sal hidratada Ce013-7H2O)era el más efectivo de los lantánidos en lo que
respecta a rendimientos obtenidos de alcoholes alilicos.

Esta reacción se realizó sobre la withaferina A pero con la variante

de que la temperatura se mantuvo en 0° pues, comoya se mencionó, se pre

tendía evitar la reducción de la lactona. La reacción fue seguida por ccd

y se detuvo a los 35 minutos(pues no hubo cambio significativos luego de

los primeros 15 minutos) mediante el agregado de ácido clorhídrico. El

rendimiento del producto fue de aproximadamente un 50%de la mezcla de

alcoholes alilicos lCly'lj3 (CXIVI);el resto corresponde a withaferina

A sin reaccionar. Probablemente el hecho de que la reacción se efectuara
sobre una molécula más compleja y grande (como es un esteroide) y además

a menortemperatura, debió de haber incidiáa en el rendimiento relativa

mentebajo de alcoholes alilicos.
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De la mezcla sólo pudo aislarse puro al isómero 113 (CXXVI-b). Esto que

dó bien comprobado por el dato que proporcionó su espectro de RMP:la

señal de los protones olefínicos a 6,17 ppmera un doblete (Ja 2,5 Hz)

que integraba para dos hidrógenos, lo que indicaba que su entorno era

semejante, cosa que no sucedería de tratarse del isómero 1.a. Ademásla

señal del metilo-19 se trasladó a camposaltos (con respecto a la del

metilo-19 de la withaferina A) comoes de esperar al pasar de un l-cxo

a un l - hidroxi asteroide de azuerdo a las tablas de Zürcher(lso’151) y

Englert(152'153). El espectro de masa indicaba que el peso molecular era

472 (2 unidades más que el de la vithaferina A). Esas dos unidades más no

corresponden a la saturación del doble enlace entre los carbonos 2 y 3

puesto que de ser asi deberían observarse las fragmentaciones del ani

llo B subsiguientes al reordenamiento de McLafferty del carbonilo de C-l

(Ver Capítulo 4); comoestos iones no se observaban y dado que los corres

pondientes al anillo lactónico tiCnen la mismarelación m/e que en la wi

thaferina A, se concluyó que fue reducido el grupo carbonilo de carbono l

pero no la doble ligadura entre los carbonos 2 y 3 ni el anillo lactónioo.
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Beduoción de ggggos oarbonilo a metileno.

En otra de las reacciones probadas, se pretendió eliminar los grupos

funcionales del anillo A de la withaferina A (oarbonos 1 y 4) sin afec

tar el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 para luego funcionalizar

esas posiciones (Figura 37) y así asemejar el anillo A al de otros com

puestos presentes en la naturaleza comopor ejemplo las eodisonas halla

(154).das en insectos

O o

OH

Figura 31. Transformación funcional planeada en el anillo A

Para eso se consideró comomás apropiado oxidar selectivamente el

hidrozilo de carbono 4 con dióxido de manganeso activado(155) a oetona,

reacción que se sabía factible según se detalló en la sección de antece

dentes (página 53).

El paso siguiente sería la reducción simultánea y total de ambosgru

pos oarbonilo de modode no afectar a los dobles enlaces, al epózido y a1

anillo lactónioo. En literatura se encuentran descriptos cuatro métodos

'principalesi

a) reducción de Clemensen con amalgamade zinc y ácido clorhídrico(156);

b) reducción de WolffKishner(157) (en sus distintas variantes(158'16°) )

oon hidraoina e hidróxido de potasio;

c) reducción del carbonilo a alcohol y luego eliminación de éste comoto

silato, mesilato, halógeno o algún otro buen grupo saliente(161)¡

d) formación del tiooetal (o.tioaoeta1) del carbonilo y reducción con
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níquel Raney(162).

La reducción de Clemeneenfue descartada desde un principio pues ya

se ha visto en la sección de antecedentes lo lábiles que son los vithanó

lidos en presencia de ácidos. Ademáseste método provocaría también la

apertura del epóxido.

De 1a reacción de Holff-Kischner existen antecedentes de que en car

bonilosc113—insaturados da lugar a productos formados por transposición

(160’163’164). Aún así cabía 1a posibilidad de que ende la doble ligadura

una estructura de tipo semiquinoide comola de la 4-dehidrowithaferina A,

"por estar más extendida la conjugación, no se produjera ese hecho; pero

de todos modosdebería esperarse la apertura del epóxido y de la lactona.

A pesar de estos probables inconvenientes se efectuó la reacción de reduc

ción de Wolff-Kischner sobre 1a 4-dehidrcwithaferina A logréndose sola

mente obtener productos de descomposición.

La reducción de los grupos carbonilo a hidroxilos y luego la elimina

ción de estos era impracticable puesto que, comose deseaba mantener la

doble ligadura entre los carbonos 2 y 3, la eliminación de los hidroxilos

(por deshidratación o eliminación de sus respectivos tosilatos) no podría

hacerse al haber sólo protones olefínicos en los carbonos vecinos. Tampoco

1a reducción directa del tosilato, mesilato o halogenuro de alquilo era

practicable si se deseaba recuperar intacto al anillo lactónico. Quedaba

pues así sólo la formacióndel bisditiocetal comoúnica vía con probabili

dades de éxito. El métodoclásico consiste en hacer reaccionar al carboni

lo con etanoditiol en presencia de eterato de trifluoruro de boro comoca

talizador(165).

Sin embargo este catalizador no pudo emplearse con la 4-dehidrowitha

ferina A pues se determinó por cod que el eterato de trifluoruro de boro

reaccionaba con 1a 4-dehidrowithaferina A produciendo su completa des
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composición después de 24 horas. En literatura se encontró otro método

mediante el cual la tiocetalización se efectúa con etanoditiol comosol

vente y reactivo en presencia de cloruro de zinc recientemente fundido y

sulfato de sodio anhidro(166’167). Al aplicar esta reacción sobre la 4 

dehidrovithaferina A (LKXIIV-a)se obtuvo un aceite que sólo pudo trans

formarse en un polvo amorfo por tratamiento directo con base y que resul

tó ser inestable pues se descomponeaún conservado en vacio y frio.

Según los espectros de RNPe IR se formó aparentemente el compuesto de

seado pero ocurrió también una reacción lateral! el hidroxilo de carbono

27 fue reemplazado por un tiol-‘tioéter (Figura 40). Dadoque en el es 

pectro de BMP1a señal del protón de carbono 6 estaria superpuesta con la

de algunos metilenos unidos a átomos de azufre, no se puede afirmar sin

lugar a dudas si el epózido de carboncs 5 y 6 fue afectado o no durante

la reacción. La formación del bisditiocetal quedó evidenciada mediante

el análisis de la posición de los protones olefíniocs; estos aparecen

a 7,31 ppmcomoun singulete ancho parcialmente superpuesto a la señal
(168)del clorofcrmo. Investigando en literatura se encontró que protones

olefinicos de un sistema parecido (Figura 38) resuenan a aproximadamente

-6 cps respecto a benceno como standard interno en un aparato de 4QMos

en una solución de 013cv s es decir a 5 = 7,42. Ademásla señal del me

tileno de carbono 27 se desplazó a campos altos, a 3,5 1mmaproximadamen

te al reemplazarse el hidroxilo por un grupo tioéter. Un triplete centra

do a 3,03 ppmpodria ser asignado a uno de los metilenos del grupo tiol

tioéter y otro grupo de señales centradas a 2,85 ppmpodria adjudicarse

al metilanc en (1 al tiol según cálculos de tablas. El conjunto de se

ñales entre 3,2 y 3,4 ppmcorresponden a los metilenos de ambosditio

(2),cetales
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C8Hl7

Figura 38. Ejemplode bisditiocetal insaturado

En el espectro de masa no se observa ion molecular pero la primera

pérdida es de 76 unidades de masa (m/e = 620) que correspondería a un

fragmento de tres carbonos y un átomo de azufre, probablemente por reor

denamiento; la siguiente pérdida es de 92 unidades y podría ser asignada

al desmembramientode un grupo tiocetálico de fórmula C un ion de282H4;

m/e = 131 podría considerarse formado por los dos carbonos 2 y 3 más

uno de los grupos tiooetálicos por ruptura del anillo A con transferen

cia de hidrógeno. E1 ion de m/e = 152 podría asignarse a1 anillo lactó

nico deshidratado y desulfurizado parcialmente, que por pérdida de 47

unidades de masa (HZC-SH)da el ion de m/e = 105, muy prominente.

Finalmente los iones de m/e= 47, 61 y 60 son‘fragmentos azufrados de 2 y

3 átomos de carbono, que junto con el de m/e = 94 (etanoditiol cargado)

y el de 105 antes mencionado, son los más importantes del espectro.

Es importante destacar que en la reacción del 1,4-diozowithaferina A

usando etanoditiol y trifluoruro de boro se obtuvieron mezclas del mono

y del bisditiocetal y el rendimiento no fue cuantitativo. Comola for

macióndel tiol-tioéter sólo representaba una reacción lateral no de

masiado importante puesto que a posteriori de 1a reducción con níquel

Baney sólo involucraría la pérdida del hidroxilo de carbono 27, se de
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cidió proceder a la reducción del bisditiocetal con níquel Raney,

w_2(169).

La mayorparte de estos intentos fueron infructuosos pues se tro

pezó con varias dificultades! en algunos casos no se pudo recuperar

una cantidad significativa del producto de reducción; en otros la de

sulfuración no era total si se dejaba reaccionar por pocas horas, ob

teniéndose en estos casos siempre productos coloreadas. Se escogieron
(170-172)luego otros reductores como amalgamade aluminio

13“ns-178).

y boruro de

níquel (Ni2
El primero en distintas condiciones sólo provocaba una desulfura

ción parcial y los resultados obtenidos con el segundoreactivo no di

ferían mayormentede los logrados con níquel Raney. Esto hizo pensar

que el gran número de átomos de azufre presentes en la molécula debía

ser responsable de estos resultados por cuanto si la reacción se cor

taba a las pocas horas, la recuperación del producto era buena pero la

desulfuración parcial, mientras que si se extendía por varias horas, la

recuperación era muymala. Se decidió por tanto proteger al hidroxilo de

carbono 27 previamente a la tiocetalización para lo que se empleó an

hídrido acético; esto no dio resultado por cuanto el grupo acetoxi fue

aparentemente desplazado por el etanoditiol según datos del espectro in
frarrojo. Esto no es sorprendente puesto que en literatura se mencionan

productos anormales obtenidos por reacción con etanoditiol. Así en la

Figura 39 se ejemplifica el desplazamiento de grupos acetoxi por el eta
(168,179)noditiol
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Figura 32. Desplazamiento de grupos acetoxi por el etanoditiol

Por tratamiento de la 4-dehidrowithaferina A con anhídrido trifluoro
(180)acético se obtuvo el trifluoroacetato en carbono 27 (CXXIX)el que

tampocoresistió el tratamiento con etanoditiol. La posterior reducción

del bisditiocetal con níquel Raney, esta vez en dioxano-etanol(181) rin

dió una espumablanca que recristalizada demostrá ser (por su espectro

de masa) una mezcla de productos parcialmente hidrogenados. Resultó apa

rente que el único grupo funcional que quedaba aún en la molécula era la

lactona pues el epózido y el hidroxilo de carbono 27 habían sido elimi

nados. Idéntico resultado se logró con menores tiempos de reacción (Fi

gura 40). Las reducciones se efectuaron en acetona, benceno-etanol, ben

ceno, diozano o diozano-etanol pues el bisditiocetal no era soluble en

etanol, solvente en el que clásicamente se efectúa la reacción.
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Las reacciones en las que se desactivó previamente al níquel Raney
(182-188)con acetona o benceno dieron por resultado productos sólo par

cialmente desulfurizados. Las diferentes condiciones empleadasse pre

sentan en la Tabla XVII.

Conrespecto al resultado obtenido en la reducción con níquel Raney

es preciso acotar que en literatura se mencionanVarias reacciones late

rales que se producen durante la desulfuraciónl la más comúnes la re
(189) (162,190)ducción de dobles ligaduras . También se informa de reac

ciones de desoxigenación en el caso particular de grupos acetozi o hi

drozi en C1al tiocetal a desulfurizar.

Ademásel níquel Raney provoca otras reacciones de desproporciona

lizaciónt en presencia de un aceptor de hidrógenos cataliza la deshi

drogenación de alcoholes secundarios(191)pero en presencia de un donor

de protones (comoun alcohol) el metal cataliza la reducción de grupos

carbonilo y dobles o triples enlaces activados; así, por ejemplo, el

(191).trans-estilbeno se transforma en dibencilo En ausencia de aoeptor

o donor de protones, el níquel Raneypuede producir cuatro tipos diferen
(192)tes de reacciones con esteroides s a) oxidación de un grupo hidroxi

lo en carbono 3; b) hidrogenaoión de un doble enlace entre los carbonos

5 y 6; c) isomeriaación de un hidrógeno 5 [3 a.uno 5 U_ ¡ d) dimerizaoión.

Todas estas reacciones laterales se ven incrementadas, a juicio de

Hauptman(l9o), cuanto mayor sea la antiguedad del níquel Raney prepara

do y más aún si éste ha sido previamente desactivado por reflujo con ace

tona o benceno o desgasificado a alta temperatura; otros autores(182’183)

afirman sin embargoque el reflujo con aoetona, un aceptor de hidrógeno,

destruye la mayorparte de los centros activos sobre la superficie del

níquel, produciendo un reactivo más selectivo en su acción y ayuda en la

preservación de enlaces olefínicos o grupos carbonilos que de otra manera
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son reducidos.

Lo cierto es que no siempre estas reducciones son reproducibles como

puede desprenderse también de]. análisis de la Tabla XVII.

En resumen, la desulfuración del bisditiocetal de la 4-dehidro

uithaferina A da lugar a una mezcla inseparable cromatográficamente de

withanólidos total y parcialmente saturados según el dato que aporta

el espectro de masa de la mezcla que presenta iones aparentemente mole

culares a m/e —410, 412 y 414 que corresponden respectivamente al Iitha

nólido insaturado, parcialmente saturado y totalmente saturado, todos sin

el epózido ni el grupo hidroxilo en carbono 27.

Para confirmarlo, se hidrogenó algunas horas a 1a mezcla antedioha

y por cuidadosa separación cromatográfica se logró aislar al SCI-witha

24-enólido (XSI) (Figura 40) ya descripto en literatura.
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Reacción de deshidratación de acnistoferina con anhidrido acético.

Comoreacción para verificar la estructura de la acnistoferina (LXXI)

se proyectó deshidratar a ésta con el objeto de transformarla en jaborosa

lactona B (CII), producto natural ya descripto(43’44).

La acción de distintos agentes deshidratantes sobre la acnistoferina

no proporcionóreailtados satisfactorios por lo que se optó por efectuar

las reacciones sobre el diacetato de acnistcferina. Por tratamiento de

este último con anhidridc acético(193) se obtuvo un único producto de reac

ción que fue separado del diacetato sin reaccionar por cromatografía

preparativa. El producto era inoclcro, hecho que no cabria esperar si

fuera el deseado diacetato de la jaborosalactona B que es amarillo. El

espectro de BMPindicaba la presencia de un acetato de enol pues 1a señal

de uno de los metilos de los grupos acetato del diacetato de acnistoferi

na en el producto de deshidratación había desplazado su señal a valores

de campomás altos. En literatura existen varios ejemplos de acetatcs de

enoles que resuenan a valores de 5 menores que un acetato común(194).

Otra característica importante del espectro de BMPindicaba que se había

formadoun protón olefínico aislado, superpuesto a la señal del protón de

carbono 2. Se dedujo que estaba aislado, no conjugadc con la doble liga

dura entre los carbonos 2 y 3 , pues las señales de los protones de los

carbonos 2 y 3 presentaban las mismas particiones que en el diacetato de

acnistoferina y resonaban al mismovalor que en ésta. De haberse conjugado

aparecerian a otros valores de 5 . Esto sólo podria ser explicable supo

niendo una isomerización del acetato de encl. Es decir que primero se ha

bria deshidratado el compuesto, pero no para dar 1a olefina conjugada es

perada que es la jaborosalactona B sino que 1a eliminación de agua habria

sido con el protón de carbono 6 sobre el que se encontraba un grupo aceta —

to. Duegcéste se habria isomerizado a un acetato de enol con la doble li
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gadura entre los carbonos 6 y 7 (Figura 41).

Convienerecalcar que se conocia que sistemas l-oxo-2-eno-5 a -hi

droxi, dan por deshidratación una mezcla de dos olefinas! la conjugada

l-oxo-2,4-diénica y la no conjugada 1-010-2,5-diénica, siendo mayor in

cluso la proporción de esta última(llo). Es de esperar entonces que si en

carbono 6 existe un grupo acetoxi, el protón de carbono 6 será aún más

lábil debido al efecto inductivo poderosamenteatractor de electrones

del grupo acetoxi y por tanto será más probable la formación del acetato

ds enol. La posterior isomerización del acetato de enol es también bien

(195'201), El espectro de masá del compuestodeshidratado indicaconocida

ba un peso molecular de 538 es decir 18 unidades de masa menos que el dia

cetato de acnistoferina; las fragmentaciones a nivel del anillo B no con

tribuyen a aclarar la posición de la doble ligadura máximesi no está con

jugada pues es bien sabido que pueden haber isomerizaciones en las ole

iinas en el espectrómetro de masa.

Reacción de jaborosalactona A con ácido acético.

Esta reacción, similar a 1a anterior, tuvo por objeto verificar la es

tructura propuesta para la acnistoferina, pero se incluye en este capítulo

porque sus implicancias señalan un particular modode reacción caracterís

tico de sistemas l-oxo-2-eno-5 B ,6 B -epox:l. La reacción de la 2,3-dihi

dro-27-desoxijaborosalactona A (CIII) con ácido:acético conduce al 5<1 

hidroxi-613 acetoxi derivado CV(Figura 3l)(43’44).
(42)

Sin embargo, en un pos

terior articulo de los mismosautores se señala que se obtiene el 5<l 

acetoxi-ó B -hid_roxi derivado (¡XXXIIy sin dar más explicaciones se remi

te a la publicación anterior para su preparación. Evidentemente la obten

ción del primero es dificil de explicar; de acuerdo a lo indicado en lite

ratura, en medio ácido debería formarse el producto de apertura con el

grupo entrante sobre el carbono más sustituido debido a la mayor estabi

lidad del ion carbonio terciario (en sentido estricto o llamandoasí al
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intermediario con densidad de carga positiva)(Figura 42).

Esta reacción de apertura con ácido acético glacial se efectuó bajo
(44)las mismascondiciones que en literatura pero usando a 1a jaborosalac

tona A comosustrato con el fin de analizar si se obtenía (luego de ace

tilar a1 hidroxilo de carbono 27) al diacetato de acnistoferina. Sorpren

dentemente, el producto de reacción no fue el hidroxiacetato esperado si

no la mismamezcla de acetatos enólicos que también se habia obtenido por

deshidratación de la acnistoferina. El espectro de BMPde la mezcla de a

cetatos de enol obtenido a partir de la jaborosalactona A era idéntico

(salvo en el detalle de la no acetilación del hidroxilo de carbono 27) con

el del diacetato de acnistoferina deshidratado con anhídrido acético; lue

go de acetilar al primero su espectro de BMPresultó idéntico al del se

gundo. Esto confirma no sólo 1a ubicación de los hidroxilos de la acnisto

ferina sino también que la apertura del epózido en 1a jaborosalactona A

no da el producto "normal" sino aquel que lleva a1 grupo entrante ( o sea

el acetato) sobre el carbono 6, es decir el menossustituido. Para deter

minar sin lugar a dudas la formación del acetato de enol se sometió a éste

a una reacción de saponificación; a temperatura ambiente durante varias

horas en solución de isopropanol-cloruro de metileno a la que se agrega

ron unas gotas de HONaacuoso, sólo se hidrolizó el acetato de carbono 27

según lo evidenciaron los datos espectroscópioos; sin embargo, calentan-'

do a reflujo, se logró hidrolizar el acetato de carbono 6 también, aun

que con bajo rendimiento. El espectro UVdel producto aislado revela un

dato importante: la absorción de la enona, se trasladó de 220 nm (en el

acetato de enol y aproximadamente en todos los withanólidos con un gru

po l-oxo-2-eno y una 5 laotona (1,,8insaturada en la cadena lateral) a

310 nm lo que indicaba que se trataba de un sistema con la conjugación

más extendida.
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Esto podría racionalizarse suponiendoque ocurrió durante la hidrólisis

un reordenamiento de dobles ligaduras de modoque la inicialmente ubi;

cada entre los carbonos 5 y 6 se desplazó luego para ubicarse entre 10s

carbonos 4 y 5 y quedar conjugada con el doble enlace entre los carboncs

2 y 3 y el carbonilo en carbono l. Es decir que el producto formado era.

la Jaborosalactcna B (CII-b) (con el hidroxilo de carbono 6 con orienta

ción.[3). De hecho en el espectro de RNPdel compuesto hidrolizado las

señales de los protones vinílicos ya no seguían el patrón de partición

característico de la acnistoferina diaoetilada y habian sido reemplazadas

por otras correspondientes al sistema olefínico de la jaborosalactona B.

Ademásse observaban en el espectro de RMPdos señales de protones perte

necientes al carbono 19, una de ellas correspondiente a la descripta para

la jaborosalactona B y la otra muyprobablemente la de su epímero con el

hidrozilo de carbono 6 con orientación a (Figura 41). Los isómeros no pu

dieron ser separados. Una señal ancha a 3,67 ppmcorresponde al protón de

carbono 6 unido al hidroxilo. En el espectro de masa, el pico base (m/es

138) correspondiente a la ruptura entre los oarbonos 6 y 7 confirma 1a

estructura propuesta y el peso molecular (454) es el esperado.
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Oxidación de acnistoferina 'aborosalactona D

Para transformar la acnistoferina en un cetol, se empleótrióxido de

cromo-piridina. Se pretendía oxidarla selectivamenta-en carbono 6 pero no

en carbono 27 por lo que no se empleó el reactivo de Jones(2°3’204).

Ya se ha visto en la sección de antecedentes (página 53) que el hi

drozilo de carbono 27 no es fácilmente oxidado por el dióxido de manganeso

y se ha comentado ya también de la mayor velocidad de oxidación del hi

droxilc alílioo de carbono 4 en la withaferina Arespecto del hidroxilo

de carbono 27.

En esta ocasión se pretendía comparar 1a velocidad del hidrozilo de

carbono 6 con respecto al de carbono 27 y dado que el de carbono 6 no es

alilioo se debió usar trióxido de cromo-piridina. E1 reactivo no fue pre

t(202)) sino que se decidió generarparado de antemano (reactivo de Sarre

lo "in situ"(142).

Efectuada esta oxidación se obtuvo una mezcla de acnistoferina sin

reaccionar, el producto deseado en proporción mayoritaria (CXXXIII)(Fi

gura 42) y otro producto, minoritario, que no se analizó pero que muy pro

bablemente sea el aldehido sobre carbono 27. Separadc por cromatografía

preparativa el producto que se hallaba en mayor proporción, mostraba dos

caracteristicas principales en su espectro de BMP:desaparición de la se

ñal del protón de carbono 6 e invariancia de la:señal del metileno de car

bono 27, si se la compara con el espectro de RMPdel compuesto de partida.

Ademásel metilo-19 se desplazó a camposmás altos indicando una posible

modificación en los anillos A ó B.

Debeapuntarse que en la vithaferina A la señal del metilo-19 apare

ce a 1,42 ppmmientras que en la 4-dehidrowithaferina A aparece a 1,37

ppmo sea que también se desplaza por la presencia del nuevo carbonilo

a campos más altos.



En el espectro de masa se observa el ion molecular esperado (470),

las fragmentaciones del anillo lactónioo y pérdidas de 28 unidades (OO)

probablemente del nuevo grupo oarbonilo introducido en la molécula.

O O

“xx H+ Xxx———>

o +1
¡4

3

c H N 5
l 5 5 l
| u

OH OHO
OHacnistoferina.(¡HI-a) (chII)

Figura 42. Apertura del grupo opózido en un derivado de jaborosalaotona A

y oxidación de aanietoferina.
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Reacción de apertura del epózigg de la 4ágggidrowithaferina A.

Al comentar 1a reacción de tiocetalización de la 4 edehidrowithaferi

na A se mencionóque no se usó comocatalizador eteratc de trifluoruro

de borc pues se comprobóque éste reaccionaba con el compuesto esteroidal.

Enun intento de investigar esta reacción se disolvió a 1a 4-dehidrowitha

ferina A en benceno y se le agregó eterato db trifluorurc de borc siguien

do la reacción por cromatografía. A la hora se la dio por concluida, siendo

casi cuantitativa la desaparición del producto de partida. Existen antecer

dentes de reacciones efectuadas en estas condiciones sobre epózidos es

(205-207) y de acuerdo a. ellas cabian dos posibilidades: a) forteroidales

mación de un grupo oetónico en el carbono 63 b) formación de una fluoro

hidrina.

los productos de la reacción fueron dos y se aisló por cromatografía

en columnade silicagel al mayoritario; el espectro de BMPde éste indi

caba que desapareció la señal del protón de carbono 6. El espectro de masa

señalaba un ion molecular de 488 lo que coincide con el de una hipotética

fluorohidrina. Las rupturas, comose verá en la explicación de los espec

tros de masa, indicaban claramente que se había incorporado un átomo de

flfior a la molécula y que además era probable que fuera un 5-hidrozi-6

flúor esteroide. El resultado de la reacción puedeser explicado tenien

do en cuenta que con 5 B ,6fi epozicolestanos se obtiene exclusivamente

al 6-cetocolestano ¿F206’207) (Figura 43) por reacción con eterato de tri

flnoruro de boro en benceno. Ccn 3 0.-acetozi-5 0.,6C1 -epozicolestanos

también se produce el 6-ceto derivado 2_con mayor rendimiento que aquel

sin el sustituyente en carbono 3 pero más lentamente. Con 3¡8 - aoetozi

5 0 ,6a -epo:icolestanos se obtiene en cambioal 5 a -hid.rozi-6 fi -flúor

derivado g. y con el 3 B -acetozi-5B ,63 -epor1colestano el producto

principal es el 5 a -flúor-6B -hichoxi derivadog .
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En los dos últimos casos el eustituyente de carbono 3 es el que guía la

reacción ya que conduce a dos flurchidrinas respectivamente en las que

el sustituyente 3[3 está en posición ecuatorial y por tanto es menor la

interacción diarial que surgiría de formarse por ejemplo en el caso del

5 0.,6c1 -epozicolestano, un 3/3 - acetozi (axial)-6-oetocolestano (o')

(Figura 4)). En el caso de la 4-dehidrcrithaferina A (LIXXIV-a),el pro

ducto principal de la reacción es la fluorohidrina con orientación 513 

hidrozi-ó a -f1úor (CXXIIV-aXPigura44). Se intentó posteriormente redu

cir la fluorohidrina con níquel Raney para eliminar el átomode flúor,

pero luego de 24 horas de reflujo se obtuvo un producto incolorc mezcla

al parecer, por datos de espectrometría de masa, de productos parcialmen

te saturados pero con el átomo de flfior incólume. La obtención de un de

rivadc monoacetiladc de la fluorohidrina (según datos de espectrometria

de masa) compruebafehacientemente la ubicación del átomo de flúor y del

nuevo hidroxilo en la nolóculal el hidrozilc debe estar en carbono 5 (ter

ciario) y el flúor en carbono 6 para que la molécula sea monoacetilable

(en el hidrozilo de carbono 27); por otra parte, la estereoquímica debe

ser 5,3 pues el hidroxilo conserva la orientación original del epóxido

(SB ,6 ,3 ) y 6 0. pues es bien conocido que la apertura de los epózidos

es en 35522.

La presencia del átomo de flúor queda tanbión establecida por la

pérdida de ácido fluorhídrico y de flúor en los espectros de masa del

compuesto CXXXIV-ay de su derivado acetiladc CXXXIV-by la desapari

ción de la señal del protón del carbono 6 del sistema 513 ,6Á3 epoxi en

el espectro de BHPde amboscertifica la apertura del epóxidom
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Hidrozilación de acnistoferina I jaborosalactona A.

La intención de hacer esta reacción se basaba en el deseo de intro

ducir nuevos grupos funcionales en la molécula y la eliminación poste

rior de otros. El proceso inverso, comose vio con la tiocetalización

y reducción con níquel Raney, eliminó más grupos funcionales de los pre

vistos. En particular la doble ligadura entre los carbonos 2 y 3 es ideal

para la introducción de nuevos grupos; Se decidió introducir dos grupos

hidrozilo, uno en el carbono 2 y otro en el carbono 3a El reactivo que

se usó fue tetróxido de osmio en cantidades catalíticas juntamente con

clorato de potasio que se agregó para regenerar al primero a medida que

iba reaccionando. Este método es ideal para dobles ligaduras conjugadas<208).

Se pretendía también efectuar una hidroxilación selectiva de la do

ble ligadura entre los carbonos 2 y 3 sin afectar al doble enlace entre

los carboncs 24 y 25, lo que se esperaba lograr dado el mayor impedimento

estérico que ofrecía esta última que es tetrasustituida. Conla Jaborosa

lactcna A (LXIX) la reaCCión tuvo resultados dudosos: en un ensayo pre

liminar que se hizo para estimar las posibilidades de la reacción, se

afectaron el epórido y el hidroxilo de carbono 27 de manera nc precisada.

Esto condujo a la decisión de usar comomateria prima al diacetato de

acnistoferina que no posee epóxidc y lleva protegido al hidroxilo de

carbono 27.

Efectuada la reacción en las condiciones antedichas, se obtuvieron

dos productos muydificiles de separar y en aproximadamenteigual pro

porción; de la mezcla, sólo uno pudo ser aislado puro el cual, por sus

caracteristicas espectrales parecia ser el producto buscado: el espectro
de BMPno presentaba protones olefinicos y aparecían dos señales anchas

a 4,00 y 3,29 ppmque desaparecian al efectuar un intercambio con agua

deuterada y que pueden ser atribuidas por tanto a los hidroxilos intro

ducidos en la molécula. Ademássu peso molecular concordaba con el es
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perado y las fragmentaciones de los anillos A y B confirman la estructu

ra propuesta. Los hidrozilos introducidos en los oarbonos 2 y 3 lo han

sido presumiblemente con orientación G según se desprende del análisis del

desplazamiento de la señal del metilo-19; este fue de solamente 0,05

ppmhacia campos bajos, lo que es de esperar cuando se pasa de un 2-eno

a un 2 C1,3 Q -dihidrcxiestercide¡ de ser 2 B ,33 -dihidrozi, deberia

observarse en cambio un desplazamiento mucho mayor a campos bajos.

El segundo producto obtenido fue aparentemente el resultante de 1a

hidroxilación de 1a doble ligadura del anillo lactónico.

Purificado el primer compuestopor cromatografía preparativa,se de

cidió eliminar al carbonilo de carbono l del compuesto CXXXV(Figura 44);

vistas las frustraciones logradas con el métodode la ticcetalisación

y posterior reducción con níquel Baney, se empleóuna alternativa que con

siste en formar la tosilhidrazona y reducirla con ciancborohidruro de

(209-214 )_sodio Esta reducción se efectuó luego de la hidroxilación pues

se sabia que en la reducción de las cetonas a ,13 insaturadas se produce

(215-217). Tambiénpuede efectuarse la re
(218,219)

la migración del doble enlace

ducción con borohidruro de sodio en dioxano . Con respecto a las

limitaciones, la formación de la tosilhidrazcna conduce en el caso de

a ,13 epoxicetonas a recrdenamientos extraños que por ejemplo para un

3-ceto-4,5-epoxiestercide da lugar a cetonas seco-acetilénicas(220). Por

eso se eligió también en este caso una molécula que no tiene epózido.

Finalmente,sustituyentes en G al grupo cetc a transformar en tosilhidra

(221); por esozona, pueden ser eliminados si son buenos grupos salientes

no se acetilaron los hidroxilos introducidos,ni se protegieron con los

reactivos usuales.

Al compuesto CXXXVse lo hizo reaccionar con tosilhidrazina en etanol

absoluto a reflujo obteniéndose la tcsilhidrazcna, que de acuerdo a la
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técnica, sin ulterior purificación se redujo cpn cianoborohidruro de so

dio y ácido p-toluensulfónioo en solución de dimetilformamida-sulfolano

(1:1), pero sólo se recuperó después de algunas horas a llo-115° al 1-010

2 a ,3c1 ,5 a -trihidrozi-6 ¿3,27-diacetoxiuitha-24,25-enólido (cxxxv) de

partida.

O

BF3(0235)20--—--—-1>

o F
4-dehidrovithafe- (cxxx1v) - a, n- n

rina A (LIXXIV-a) - b, n- coca3

OAc

diacetato de sonia

toferina (LIXI-b) (CXXXV)

Figgga 44. Apertura del opóxido de la 4-dehidrouithaferina A e hidroxi
lación del diaoetato de acniatoferina.
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C A P I T U L O 4

INTERPRETACION DE LAS PROPIEDADEÉÍESPECTROSCOPIQáS DE IDS HITHANOLIDOS

HALLADOS EN EL ACNISTUS BREVIFÏDRUS Y DE IQ; HITBANOLIDOS SINTETICAHEN

TE IODIFICADOS.

En la presente sección se hará referencia a las propiedades espectros

cópicas, concretamente a los espectros de resonancia magnética protónica

y de masa, de los withanólidcs en general y a las conclusiones que de

ellos puedeneztractarse. Para una mejor discusión e interrelación entre

los diferentes compuestos, los valores de desplazamiento quimico ( 8 ) de

las señales más importantes de los espectros de resonancia megnética pro

tónica han sido tabulados y se presentan en la Tabla XVIII.

idéntico criterio se ha adoptado en el caso de los espectros de masa,

haciéndose notar que en las tabulaciones de los mismosfiguran todas las

señales que corresponden a una relación masa/carga (m/e) superior a 40 e

intensidad relativa al ion base mayor del 5%.

Espectros de resonancia magnética pgotónica

La enona del anillo A en la sithaferina A y derivados se presenta

como un sistema asimilable a un AMXa campos bajos; Ha a 6,95 ppm (como

un cuarteto) y Hana 6,18 ppmcomoun doblete; HI (Figura 45-a) aparece a

3,75 ppmcomoun doblete! en este caso, JmI a 0. Por oxidación con dióxi

do de manganesoesta última (HI) desaparece y el sistema semiquinoide resul

tante resuena comoun singulete a 6,80 ppm. Por acetilación, la señal del

protón de carbono 4 (Hz) se desplaza a 4,66 ppm.

En la jaborosalactona A y derivados, en los que se encuentra ausente

el hidroxilo de carbono 4 (Figura 45-b), el esquemade partición de la

enona del anillo A es diferente! el hidrógeno de carbono 4 (con orientación

[3) que reemplaza al hidrozilo de la withaferina A con idéntica orienta

ción, se dispone en un ángulo de casi 90° con el de carbono 2, por lo que

entre ambosexiste acoplamiento alilico máximoy 1a señal del protón del
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carbono 2 ee transforma en nn doble doblete. El hidrógeno de carbono 4

(con orientación a ) se encuentra tanto en la Iithaferina A comoen la ja

borosalactona A casi en el mismo plano que el hidrógeno de carbono 2 por

lo que no hay partición alílica entre ambos. Obviamenteel protón de car

bono 3 en la jabcrosalactona A aparece comoun doble doble doblete por aco

plarse con el protón de carbono 2 y los dos protones no equivalentes de

carbono 4.

Cuandose hidrcgena la vithaferina A (saturación del doble enlace entre

los carboncs 2 y 3), la señal de carbono 4 se desplaza a camposaltos a

3,5 ppmpara dar un triplete comose podría esperar de la estructura re

sultante.

En la 3-metoziwithaferina A, los protones del metilo del grupo metozi

lo aparecen a 3,33 ppm. Los protones no equivalentes, adyacentes al carbo

nilo en la estructura parcial de la Figura 45-0 aparecen comola porción

ABde 8 líneas de un sistema ABI que reemplaza a las señales de los proto

nes vinilicos presentes en la sithaferina A.

Una señal bastante ancha a 3,20 ppmque integra para un protón es de

bida a la presencia de un epózido en la molécula. En el caso de los witha

nólidos del Acnistus breviflorus que poseen epóxido, este protón es el del

carbono 6.

La señal del metileno de carbono 27 en 27-hidroziïitha-24-enólidos,

aparece comoun singulete ancho a 4,36 ppm. Por acetilación se desplaza a

4,87 pm y por hidrcgenólisis a 1,94 pp superponiéndose con la señal del

metilo de carbono 28 en la 2,3-dihidrc-2T-desoziïithaferina A (LIXXII-a,

página 54). Este último (carbono 28) aparece a 2,05 ppmen la withaferina

A (I). La saturación del doble enlace entre los carbonos 24 1.25 desplaza

la señal de los protones del carbono 27 a 1,13 ppmcomoun doblete y la

de los protones del carbono 28 a 0,92 ppmcomoun doblete superpuesto al

de los protones del carbono 21, en la 2,3,24,25-tetrah1drc-27-desoxiritha
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ferina A (LXXXIII-a, página 54).

La señal del protón en carbono 22 es característica para todos los

withanólidos. Sobre su forma y posición influyen evidentemente los reempla

zantes en los carbonos 20,17 y 23. Los compuestos que no tienen hídroxilo

en carbono 20 tienen idéntica multiplicidad de señales en 4,22-4,40 ppm

en forma de doble triplete (J=12 y 3,5 Hz) producida por los protones

vecinos de carbono 23 y carbono 20, lo que confirma una misma estructura

de los withanólidos en carbono 22. En el caso de 17€:-hidroxiïithanólidos,

esa señal se presenta en la mismaforma pero aparece desplazada a 4,63

4,70 ppm. Para la determinación de la orientación del hidroxilo de carbono

17 se compara el desplazamiento químico al pasar de cloroformo a piridina

en el espectro de resonancia magnética protónicat comoya es conocido, en

los sistemas cíclicos saturados, los protones que se encuentran en la posi

ción 1,3 diaxíal con hidrozilos dan un desplazamiento hacia camposdébiles
enel3 (7)

de 0,2 ao,4 (ASCSDH) .
En el presente caso para 3-18, H-2l y H-22 se tiene ¿3 -0,01; -0,16

y 0,2 respectivamente. En la Figura 46 se puede apreciar la ubicación

espacial relativa de los protones mencionados.

\\ O

HB H0L CH

(a) (b) (o)

Fisgra 45. Sistemas de acoplamiento spin - spin en algunos withanólidos.
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Figura 46¿ Conformación alrededor del enlace C 17 - c 20.
Es factible efectuar un análisis conformacionalde las cadenas late

rales de esteroides por espectroscopía de resonancia magnética protóni

ca(222). La conclusión más importante es que la conformación más estable

del enlace entre los carbonos 20 y 22 en esteroides sustituidos en el car

bono22 es aquella que evita una interacción paralela 1,3 entre los sus

tituyentes del carbono 22 y el grupo metileno de carbono 16. La aplica

ción de este resultado a esteroides naturales sustituidos en carbono 22

comolas eodisonas, withanólidos y anteridiol conduce a la asignación de

oonformaciones. Estos esteroides tienen todos la configuración B F en el
carbono 22 comose aprecia en la Figura 47 en el caso de los withanólidos.

,Las estructuras de a eodisonay'vithaferina a determinadapor crista
lografia de rayos X son consistentes con estas conformaciones determina

das por RMP(223).

En los withanólidos que poseen un hidroxilo en carbono 20, el protón

de carbono 22 aparece comoun dablete en 4,25-4,30 ppm. Para la determi

nación de la orientación del hidrozilo de carbono 20 se comparanlas se

ñales de los metilos 21 y 18 con las correspondientes señales en el 20(1

y el 20 ,3 hidroxicolesterol. Para los withanólidos que contienen 170.
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y 20 a ’h'i'droxilos la señal de carbono 22 está desplazada a 4,7 ppn como

un doblete ylla señal de carbono 21 aparece a 1,25 ppm.

La señal del metilo-18 resuena a 0,7 ppmcuando no hay sustituyente

(en particular oxigenado) en carbono'l7 y/o 20. Esta señal se desplaza

sustancialmente con la presencia de un hidroxilo o un carbonilo en el

Carbono 12. Tambiénel metilo 21 sufre un significativo desplazamiento

en este último caso.

Figura 41. Conformacióndel anillo laotónico.

El uso potencial de los desplazamientos por solvente A¡(Cl3CD/06H6)
para la señal de los protones del carbono 19 en:1a resolución de proble

mas estructurales y estéricos ha sido mencionado por Bhaooay Hilliams<224);

se ha mostrado que tales desplazamientos son útiles para establecer la re

lación espacial entre oetonas y protones cuyas resonancias se pueden dis
(225) . Puesto que los desplazamientos químicos

(150,151),

cernir en ambossolventes

en un dado solvente son aditivos los desplazamientos por el

solvente en distintos solventes deben ser también aditivos. Esto ha sido

bien demostrado matemática y experimentalmente(226).

Por lo anterior se podrian usar procedimientos de sustracción tanto
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para aislar la contribución de un grupo funcional al desplazamiento

quimico comopara el desplazamiento por el solvente de un dado protón

o grupo de protones equivalentes. La interpretación de los desplazamien

tos inducidos por benceno en comparación con un solvente no aromático como

0140 o 013CHestá basada en una generalización empirica<227)l

" Si se dibuja un plano P de referencia a través del carbono de un grupo

carbonilo en ángulo recto al enlace C-O, entonces los protones cercanos a

P muestran desplazamientos muypequeños; los protones en frente de P son

desprotegidos, mientras que los protones detrás de P son protegidos ".

Las mismas conclusiones fueron alcanzadas independientemente por
(225) (227)Bhaocay Williams . Desde el punto de vista de esta generalización

en un l-ozn-S a asteroide con el anillo A en una conformación.gilla, el

metilo-19 está detrás de P y casi paralelo a él; en un 1-010-513esteroi

de con el anillo A en una conformaciónsilla, el metilo-19 está casi en

el mismoplano que el enlace C=0 (relación ecuatorial) y está cercano a

P. Oonsecuentemente el desplazamiento (CDCl3-06D6)para los protones del
carbono 19 en un l-ozo-S a asteroide debe ser positiVo; para el 5C! -coles

tan-l-ona es + 0,30 ppm (18 Hz). Un desplazamiento ligeramente negativo

debe esperarse para un l-oxo-5¡B esteroide. En este caso el deaiazamiento

(CD013-06D6)para los protones del carbono 19 es de -6,8 Hz.
Este análisis por desplazamiento con solvente de la señal del metilo

19 se ha aplicado también con éxito a los withanólidos que son en su ma
(228)yoria l-oxoesteroides . Los estudios de los desplazamientos inducidos

por solventes del metilo-19 entre CCl3Dy CGD6-6013D(lil) en derivados
de withaferina A condujeron en todos los casos, a causa del pequeño des

plazamiento, a la conclusión de que el anillo A se encuentra en una con
(39)formación tipo bote , en la cual el grupo hidroxilo de carbono 4 está

en una posición [3 axial y el grupo carbonilo de carbono 1 se dirige por
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encima, cerca del metilo-19 (Figura 48). Estas conclusiones fueron inde

pendientementeconfirmadas por análisis oristalográfico con rayos I del

4WB-acetato-27-p-bromobenzoato de la withaferina A<223) que mostraron

que el anillo A está en una conformación tipo bote (y ademásque el ani

llo B está en una conformaciónde semisilla distorsionada, el anillo C

en una silla y el anillo D ligeramente desviado de la forma sobre con el

carbono 13 fuera del plano).

Figgza 48. Conformaciones de los anillos A y B.J

La señal del metilo-19 está obviamenteinfluida por los sustituyen

tes que se encuentran en los anillos A y B. Así por ejemplo esta señal

aparece comoun singulete a 1,27 ppmen 1a jaborosalactona A mientras que

en la withaferina A con un hidrozilo extra en el carbono 4 esta señal se

encuentra a 1,42 ppm. La conversión del hidroxilo de carbono 4.9n una oe

tona motiva el corrimiento de la señal del metilo-19 a 1,37 ppmcomoen

la 4-dehidrovithaferina A (LXXXIV-a,página 54). Si se reemplaza el epóxi
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do de la jaborosalactona A por un grupo hidroxilo en carbono 5 y un

grupo ceto en carbono 6, el metilo-19 aparece a 1,07 ppm comoen el

1,6-diozo-5 a ,27-dihidroziwitha-2,24-dienólido (el producto resultan

te de la oxidación de la acnistoferina - LKXI-a,página 28 - con triózi

do de cromoy pirtdina); Si en la withaferina A se adiciona metanol al

doble enlace del anillo A, la desaparición de los protones olefínicos y

la introducción de un grupo metoxilo en carbono 3 ocasiona el desplaza

miento del metilo-19 a 1,29 ppmen la 2,3-dihidro-3-metoriwithaferina A

(LXX, página 28).

La elucidación de la estructura de los vithanólidos requiere un exten

so trabajo quimico y de interpretación de espectros. La espectroscopía de

BMPy la espectrometria de masa han jugado importantes roles en la deter

minación de la estructura de los withanólidos en los últimos 15 años. A

pesar del gran número de datos de espectros de BMPy masa disponibles para

esta clase de compuestos, no es siempre posible establecer sin ambigüeda

des el esquemade sustitución en el esqueleto de los withanólidos; la

estructura completa de varios withanólidos permanece aún desconocida(229’

230). Aunque se han publicado datos de RMNde 130 de varios cientos de
(231) 13esteroides la aplicación de la espectroscopía de RMNde C a la e

lucidación de la estructura de esta clase de compuestosha sido largamen
(232)te ignorada. Sólo recientemente se publicó por primera vez

13

la asigh

nación de las señales de espectros de RMNde C de varios withanólidos

discutióndose en dicho trabajo en qué forma esta información puede ser

usada para la elucidación de la estructura de estas lactonas esteroidales

altamente oxigenadas.
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Figgga 55. Espectro de BMPde la vithaferina A (I).

u.-._.-I

Figgra 56. Espectro de BHPde la jaborosalactona A (LXIX)
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Fiera 58. Espectro de BMPde la jaborosalactona D (MI-a).
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F1535: 52. Espectro de RMPdel diacotato de jaborosalactona D (LXII-b)
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Figgsa 60. Espectro de BMPde la jaborosalactona E (LXXII-a)
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Fifla 61. Espectro de BMPdel diacetato de jaborosalactona B (LXXII-b).

Fiüa 62. Espectro de BMPdel 1-010-2 a -acetozi-3 B 11614011-4,3-,27

dihidroxi-S [3 ,6 ,8 -epozivitha-24-enólído (cun)
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Figgra. 63. Epeotro de BMPde la 2,3,24,25'tetrahidrowithaferina A (CXXIII).
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F1512a 64. Espectro de BMPdel 1,4-diozo-5 [3 ,6 B -epoziïithanólido (cxxrv).
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Figgga 65. Espectro de BMPdel l B ,43 ,27-trihidrozi-5B ,6 B -epoxi

witha-2,24-diénolido (CXXVI-b)
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FiEa 66. Espectro de BMPdel 1,4-bis-d1tiooetal-5 ,8 ,63 -cpozi-27

etanotioltioéter-ïitha-Z,24-d1enólido (CIXVII).
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Figgra 61. Espectro de RNPdel compuesto CXIVIII.
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Figgga 68. Espectro de RNPdel 27-trifluoroacotato de la 4-dehidro?

withaferina A (cxx1x).
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Fifigga 62. Espectro de RNPdel compuesto CXXX.
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Figgga 10. Espectro de BNPdel 1,6-diozo-5 a ,27-dihidroziiitha-2,24

dienólido(chII).



F1528 1 . Espectro de RNPdel 1,4-diozo-5 B ,27-dihidrozi-6 Q -f1uor

unha-2 ,24-dien6lido (emm-a) .
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rima 12. Espectro de RNPdel 1,4-diozo-5 B -h1droxi-27-acetozi-6 a —

f1uorwitha-2,24-dienólido (cmrv-b) .

-127



-l28

Espectro de BMPdel l-oxo-2 a ,3 C1,5 o. -trihidroxi-6 B ,27

diaoetoziwitha-24-enólido(cm)

L _ k

Fiera 74. Espectro de RNPdel compuesto anterior (CXXXV)luego de

efectuar un intercambio con agua deuterada.
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Espectros de masa.

La fragmentación del esqueleto carbonadc puede ser considerada en

dos partes! la del anillo Dy la cadena lateral por un lado y la del

anillo B por el otro. En el primer tipo están agrupadas las rupturas

1,2,3 y 4 (Figura 49) correspondientes respectivamente a la pérdida de

la lactona (ruptura l), de la cadena lateral (ruptura 2 ), de la cadena

lateral más dos carbonos del anillo D (ruptura 3) y de la cadena lateral

más tres carboncs del anillo D (ruptura 4)(233). En general las tres

últimas fragmentaciones que pueden involucrar transferencias de hidróge

no o reordenamientos son de poca importancia. En general el pico más pros

minente es el debido a la ruptura del enlace entre los carbonos 20 y 22

dando lugar en todos los vithanólidos con un doble enlace entre los car

bonos 24 y 25 al ion'g de m/e - 125(39) (Figura 49).

En el caso que existe un hidroxilo en carbono 27 comoen la vithafe

rina A y todos los uithanólidos aislados del Acnistus breviflorus, se pro

duce por esta mismaruptura el ion de m/e = 141, el que por pérdida de

agua forma el ion de m/e - 123 el cual pierde a su vez monóxido de carbono

para dar el ion de m/e- 95 (Figura 50). Probablemente ocurra otra pérdi

da de monóxido de carbono qne resulta luego en la formación del ion de

m/e = 67.

Si en cambio en carbono 20 hay un hidroxilc, el pico base se debe a

la ruptura del mismoenlace entre los carbonos 20 y 22 pero con la carga

mantenida sobre el cuerpo principal del asteroide. Tambiénla presencia

de un hidroxilo en carbono 20 facilita la ruptura del enlace entre los

carbcncs 17 y 20 dando un fragmento cargado que corresponde a la cadena

lateral entera (m/e - 171).
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ion a (n/o - 125) +

I - 155
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ion b (cllnl702; n/o - 181) y I - 180

Piagga 42. Rupturas de la cadena lateral y del anillo D.
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F1525; 50. Ulteriorea fragmentaoionoadel anillo laotónioo.
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La presencia de un doble enlace entre los oarbonoe 20 y 22 afecta

sensiblemente estas rupturas según se aprecia en la Figura 51. La presen

cia de hidrozilos en carbono 17 y carbono 20 faVOrece la ruptura entre los

oarbonoe 17 y 20(18) . En la Figura 52 se encuentran esquematizadas las

rupturas más importantes para este último caso.

La fisión del anillo B puede ser considerada comopromovida por un

(43) para dar el ion M’(Figura 53). Produreordenamiento de Mc Lafferty

cido este reordenamiento caben luego tres posibilidades (Figura 53): la

fisión 6 con reordenamiento del epóxido conduce al ion g, el que puede

ulteriormente perder acetilenc para dar el ion g_, mientras que la fisión

7 da el ion g y/o elig'. La pérdida del fragmentog_con una transferencia

de hidrógeno puede ser asignada al ion de m/e - 285} la doble físión 8 es

responsable de los ioneslg y del de m/e - 331 (después de la transferen

cia de un hidrógeno).

Si el sithanólido es acetilado ocurren pérdidas de 60 unidades de ma

sa (ácido acético). En general siempre se observan pérdidas de agua (2,3

y hasta 4 moléculas). Si el withanólido es clorado (comola Jaborosalac

tona E - LXXII, página 28) o flucrado (como la fluorohidrina obtenida por

tratamiento de la 4-dehidrowithaferina A con eterato de trifluoruno de

bora-CIIIIV, página 104-) se observan las pérdidas de ácido clorhídrico
y fluorhidricc respectivamente.

La ausencia del epózido modifica el esquemade fisión del anillo B.

Así en el caso de la aonistoferina (LXXI, página 28) es preponderante la

ruptura entre los carboncs 5 y 6 (Figura 54) mientras Que en el producto

de oxidación de la aoníetoferina con CrOa-CSHSN(cxmn, página 98) es
importante la pérdida consecutiva de agua y monóxidode carbono, éste úl

timo probablemente proveniente del nuevo grupo carbonilo introducido en

el carbono 6. Otros grupos funcionales, comoel metcxilo de la 2,3-dihi
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dro-3-metozivithaferina A delata su presencia por la pérdida de metanol.

/
‘\\
n/e- 180

Piggga 51. Rupturas del anillo D en un Iitha-20(22)-enólido.

Elc (n2 - on)+
HO\\\

\\
+ \— /lIe-125

\O o \ OH
+ +

figura 52. Rupturas de la cadena lateral y del anillo D en 11than611dos
con sustituyentes oxigenados en loa oarbonos 17 y/o 20.
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+ +v

O) 5 L X OH H

6\
0

OH OH OH

a. d.

OH

I + I-(o-l)
Í LO)

+
Oki

o

1- 02112le
+.
0 H OH

+ u - (1-1)
\OH

+

OH .OH ;

f e

mi; 5 . Beordenanientos y fragmentaoiones comunesen 5 ,8 ,6 B 
'epozivithnnólidos.
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.OH H

g (m/e - 125)

Fíggga 2 . Ruptura del enlace entre los carbonos 5 y 6 en Iithanólidos
sin epózido en esa posición.
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Interggetaoión de los esggctros de masa de los uithanólidoa.

Withaferina A (I - pág. 3 ) (Fig.75 )

m/e Intensidad relativa (fi) Asignación tentativa

470 3,45 M+

452 5,75 M - 18

434 4,6 n - 2 1 18

416 2,3 M-- 3 z 18

347 13,8 H - ion e (Fig.53)
197 23 ion b (Fig.49)
141 67,8 ion a
131 75,6 ion 0:- 2 z 18 (Fig.53)
124 100 ion r (¡13.53)
123 64,4 141 - 18

95 86,2 123 - 28

Jaboroealactona A (LXIX- pág.28 ) (Fig.76)

m/e Intensidad relativa (fi) Asignacióntentativa

454 10,11 M

436 10,5, ¡1- 18
418 7,37 M - 2 z 18

400 5526 n - 3 z ie
313 15.05 M - 141

295 8,42 313 - 18
225 45,16 ruptura 4 (Fig.49)
197 33,3 ion b (Fig.49)
151 60,22 ion d' (Fig.53)
141 100 ion a

2¡3-dihidro-3-metoxiwithaferina A (LIX - pág. 28 ) (Fig.77)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

502 3,05 M

484 597 N " 18

470 4,5 H - 32 (metanol)
347 16,3 M - e

199 31,0 ion c (Fig.53)
197 42,8 ion b (Pig.49)
141 100,0 ion a (F1g.49)
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2z3-d1hidro-3flmetoxiwithaferina A (Continuación)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

123 71,4 141 - 18

95 100,0 123 - 28

Jaborogalactona D (aonietoferina) (LXXI-a- pág. 28) (Figura 78)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

472 1,6 m

454 3,2 M - 18

436 7,4 M - 2 z 18

418 6,8 ñ - 3 x 18
400 2,6 M - 4 x 18

331 27,3 M - 141

313 18,2 331 - 18

301 31,8 ruptura 2 (Fig.49)
197 45,4 ion b (Fig.49)
141 45,4 ion a (Fig.49)
125 56,8 ion g (Figo54)
123 45,4 141 - 18
105 50,0 141 - 2 1 18

95 7297 123 - 28

67 81,8 95 - 2‘8

55 100,0 c437+

Diacetato de jaborosalactona D (LKII - b - pág. 28 ) (Fig.79)

m/e Intensidad relativa (%) ‘ ' Asignación tentatiVa

558 0,49 M + 2

557 1,16 M + 1

556 1,02 M

496 7,66 M - 60

478 19,21 n - 60 - 18 .
436 11,58 u - 2 z 60
418 55,38 H - 2 z 60 - 18

400 22,85 M - 2 z 60 - 2 1 18

373 40,35 M - 183

313 15,37 373 - 60

295 43,39 313 - 18
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Diacetato de jaborosalaotona D (Continuación)

m/e Intensidadírelativa (%) Asignación tentativa

243 17,18 ruptura 4 - 60 (Fíg.49)
239 94,83 ion b (Figo49)
225 100 243 - 18

211 34,37 ion c (Fig.53)
197 38,32 ion 4' (213.53)

. 183 49,68 ion a (Fig.49)
179 61,34 239 - 60 6 197 - 18
151 24,46 211 - 60
137 20,49 197 - 60
133 28,43 211 - 60 - 18
125 51,18 ion g (Fig.54)
123 65,43 ion a - 60
109 16,74 197 - 18 - 60
107 22,01 125 - 18
105 57,78 183 - 60 — 18

95 41.71 123 - 28
67 24,96 95 —28

Jaborosalactona E (LKXII- a - pág. 28 ) (Fig.80)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

492 0,47 M + 2

49° 1,12 M

472 1,17 M - 18

454 10992 : M - 36

436 19,88 454 - 18
418 8,36 435 - 18

400 3,84 ‘418 - 18
225 24,73 ruptura 4 - 18 - 36
197 42,14 ruptura 3
175 12,51 ion a1 (Fig.53)
173 23,69 ion d'
171 34,03 ion c - 18 (Fig.53)
169 10,22 ion 03- 18 (Fig.53)
157 34,98 175 - 18

155 10,98 173 - 18



Jaborosalactona E (Continuación)

-1aa

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

151 21,44 ion c - 36 (Fig.53)
145 31,40 ion g (Fig.54)
143 á2,25 ion g (Fig.54)

I 141 82,40 ion a

137 15,37 ion d‘ - 36
133 38,37 ion c - 36 - 18

123 74,59 ion a - 18
119 31,27 ion d‘ - 36 - 18

105 44,09 123 - 18

95 87,36 123 - 28

67 100 95 - 28

Diacetato de Jaborosalactona E (LXXII - b - pág. 28 )

(Fig.81)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

576 0,47 M + 2

574 1,02 m

516 1,62 M + 2 - 60

514 3,96 M - 60

478 12,78 514 - 36

391 17,85 H - 183

295 14,24 391 - 60 - 36

239 65,77 ruptura 3
225 49,51 ruptura 4 - 60 —36

197 20,81 ion b (Fig.49)
183 37,62 ion a
181 10,73 ruptura 3 - 60
179 37,88 ruptura 3 - 60
161 15,54 179 - 18
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Diacetato de jaborosalactona E (Continuación)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

145 22,06; ion g (Fig.54)
143 20,81 ion g (Fig.54)
133 22,61 ion c - 60 - 36
123 82,34 ion a - 60
119 22,99 ion d' - 60 - 36

' 105 39,92 123 - 18
95 78,41 123 - 28

67 77,28 95 — 18

43 100,0 0337*

2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwitharerina A (LXXXIII- a - pág. 54 )

(Fig.82)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

458 2,7 M

44o 9,5 u - 18
422 5,4 M - 2 x 18

127 36,5 : ion a

126 60,8 ion f (Fig.53)
109 36,5 127 - 18

99 2997 127 ' 28
81 58,1 99 - 16
55 100 c H +



4-dehidrowithaferina A (LXXXIV- a —pág. 54

m/e

469

468

450

432

414

297

141

12 3

105

95

67

151

Intensidad relativa (%)

1’49

5,97
2,23
2,24
1,49

27,61
100,0
70,9
29,10
61,90
47,0
35,07

-14o—

) (Fig.83)

Asignación tentativa

M + 1

M

M — 18

M - 2 x 18

M - 3 1 18

ruptura 3 (Fig.49)
ion a (Fig-49)
141 - 18

123 - 18

123 - 28

95 - 28

ion d' (Fig.53)

-witha-24-enólido (xc1 - pág. 91 ) (Fig.84)50.

m/e

412

397

2 17

149

125

107

97

Jaborosalactona B (CII - pág.96

m/e

455

454

436

418

313

225

197

141

138

137

Intensidad relativa.(%)

7,9
7,9

22,93
17,29

100,0
21,8
18,8

Intensidad relativa (%)

1,49
2999
4,48
3,0
5997

20,15
17,16
26,0
94903

18,66

Asignación tentativa

M

M - 15

ruptura 4
anillos A y B y C 19
ion a (Fig.49)
125 - 18

125 - 28

Asignación tentativa

M + 1

M

M - 18

M - 2 z 18

M - 141

ruptura 4 - 18
ruptura 3
ion a (Fígv49)
ion d (Fig.53)
ion d' (Fig-53)
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Jaborosalaotona B (Continuación)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

133 30,6 ion o - 18

119 21,64 137 - 18

123 37,31 141 - 18

43 100 03H7+

20-acetozi-33-metoxi-2,3-dihidrowitharer1na A (cm: - pág. 76 )

(Fig.36)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

561 0,43 M + 1

560 1,03 M

530 1,28 M - 3o

528 1,00 M - 32

512 1,00 530 — 18

500 3,08 M - 60

482 3,60 M - 60 - 18

470 4,36 M - 60 - 30

468 3,60 M - 60 - 32

452 4,87 M - 60 - 3o - 18
434 4,1 M - 60 - 30 - 2 z 18

416 6,66 M —60 - 30 - 3 z 18

389 5,64 l ruptura 2 (Fig.49)
329 5,38 l ruptura 2 - 60
199 23,75 ion e - 32 (FigL53)
197 15,0 ion b (Fig.49)
141 32,5 ion a (Fig.49)
123 41,25 141 - 18

105 31,25 123 - 18

95 65,0 123 - 28
67 5295 " 28

+
43 100,0 c337_
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2, 3,24425-tetrahidrowithaferina A (cxxIII - pág. 76 ) (Fig.87)

m/e

474

456

438

420

402

199

169

143

125

126

97

41

1,4-dioxo-5Q ¡6€ -withanólido (CHIV - pág. 76

m/e

456

438

42o

16’!

183

127

109
81

1,4¡21-trihidroxi-5 é?,6,8 -emzi-24-withan611do'

(F1539)
m/e

474

456

438

420

197

145

141

123

Intensidad relativa (%)

0,76
6,21

10,6
6,06
1997

7,44
51,51
10,6
59,1
8799

71,21
100,0

Intensidad relativa (%)

2,98
1,49
1,12

7099

20.9
100,0
39,55
42,54

Intensidad relativa (%)

0,24
5,4
2,7
4,05

39,2
29,7
51,4
62,2

Asignación tentativa

M

- 18

- 2 x 18

- 3 r 18
- 4 x 18

ruptura 3
ion c (Fig.53)

ion a (Fig.49)
ion a - 18

ion f (Fig.53)
125 - 18

c3I15+

) (Fi-8.83 )

22:3

Asignación tentativa

M

M - 18

M - 2 x 18

ion o (Fig.53)
ruptura 3
ion a (Fig.49)
127 - 18

109 - 28

(cm -'págo 31 )

Asignación tentativa

M - 18

M - 2 x 18'

M - 3 x 18

ion b (Figo49)
ion c (Pis-53)
ion a
141 - 18
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1,4,2]:;;ihidroxi-5[316[3-spoxi-24-withanólido (Continuación)

n/e Intensidad relativa (%) Asignación tentatiVa

121 35,1 ion d' - 2 z 18 (Fig.53)
109 37,8 ion e - 2 x 18 (Figo53)
105 54,1 123 - 18

95 83,8 123 - 28

67 86,5 95 - 28

55 100,0 0437+

1,4,21-trihidrozi-5g,6Q-ep2xiwitha-2,24-dienóudo (cm: - pág. 81 )

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

472 7,35 M

454 10,29 M - 18

426 66,91 n - 18 - 28
408 23,53 M - 2 z 18 -—28

197 31,34 ion b (Fig.49)
143 46,27 ion e (Fig.53)
141 49,25 ion a (Fig.49)
133 56,72 ion c - 2 z 18 (Fig.53)
125 41,79 143 - 18
123 58,21 141 - 18

119 37,32 ion d' - 2 x 18 (Fig.53)
107 85,07 125 - 18

105 68,66 123 - 18

95 97,01 123 - 28
67 79910 95 - 28

55 100,0 c411,”r

Bísditiocetal de la 4-Qggidrouitharer1na A (CXXVII- pág. 91 )

(Fig.91)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentatiVa

620 1,5 M (696) - 76 (C3385)

604 2.25 M - 92 (023234)
152 45,1 ion a - 18 - 47 (320-33)
105 94,0 152 - 47
119 24,80

C4HTS2
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Bisditiocetal de 16 4-dehidrowithaferina A (Continuación)

m/e

131

94

61

60

47

CommestocmnI -(pág. 91 ) (1813.92)

m/e

414

413

412

411

410

399

397

395

217

149

127

125

107

97

69

2I-trifluoroacetozi-4-dehidrovithaferina A
Intensidad relativa (fi)m/e

564

436

152

151

149

147

139

Intensidad relativa (%)

23,30'
88,0
87,22

100,0
86,47

Intensidad relativa (fi)

0,78 .,

0,61
1,71
0,64
1,89
0,53
1,09
0,68

17,81

100,0

7.49
16,76

.12,73
27.36
29.71

2,04
6,86

10,29
43,50

100

15,50
16,05

Asignación tentativa
+

CSH732

HSCHZCHZSH+

cnzcnzsn+
cnzacnsn+
cnz-sn+

Asignación tentatiVa

M

M' + l

M.

M" + 1

MU.

M - 15

M' - 15

M.‘ _ I
rupt.4 (anillo.A saturado)
(Fig.49)

anillos A + B + OH3 19
(ver pág.50)

ion a (saturado)
ion a. (insaturado)
125-18
125 - 28
97-28

(cxm - pág. 91 ) (F1283)

Asignación’tentatíva

M .

M - CH OCOCF

ion d (Fig.53)
ion d' (Fig.53)

ion a - H20-HCF3

rupt.3 - 18 - CH3OCOCF3
ion e (Fig.53)
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27-trifigggoacetoxi-4-dggidrowithaferina A (Continuación)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

131 18,13 149 - 18

97 22,64 +o s c-CF
+

71 71,12 (cF3n2)

69 82,46 CF3+

Mezcla de acetatos de enol (CXXI- pág. 96 ) (Fig.94)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

538 2,2 M

478 6,7 M - 60

436 4,4 M - 60 - 42

418 15,8 M - 2 x 60

403 7,8 M — 2 x 60 — 15

400 5,6 M - 2 x 60 - 18

239 24,4 ruptura 3
225 64,4 ruptura 4 - 60
183 13,3 ion a (Fig.49)
123 35,6 ion a - 60
119 55,6 ion d' - 6o
105 31,1 ion a - 60 - 18
95 33,3 ion a - 60 —28

67 44,4 95 —28

1,6-dioxo-5C1,27-dihidroziwitEa-2,24-dienólido (CXXXIII- pág. 98 )

(Fígo95)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

471 1,18 M + 1

470 3,73 M

452 4,18 M - 18

437 2,64 M - 18 - 15

434 2,64 M - 2 1 18 '

424 2,36 M - 18 - 28

419 2,18 M —2 z 18 - 15

416 2,18 M - 3 x 18

406 2,09 M - 2 z 18 - 28

381 1,82 M - 2 x 18 - 28 - 15
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1,6-dioxo-5C1,27-dihidroziwitha-2,24-dienólid0 (Continuación)

m/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

141 35,0 ion a (Fig.49)
125 26,12 ion g (Fig.54)
123 31,34 141 - 18

107 23,88 125 - 18

105 19,4 141 - 2 x 18

95 46,27 141 - 18 - 28

84 100,0 051180+
67 49,25 95 - 28

1,4-diozo-5 B ,27-dihidrozi-6 a -r1uom¡ha—2 ,24411911611“

(cxxnv - a - pág. 104 ) (Fig.96)

n/e Intensidad relativa (%) Asignación tentativa

489 1,98 M + l

488 5,22 M

470 5,66 M - 18

469 1,53 M - 19

468 2,65 M - 20

347 11,01 M - 141

185 13,94 ion c (Fig.53)
171 11,46 ion d‘ (Fig.53)
153 10,62 171 - 18

152 11,05 171 - 19

151 19,55 171 - 20

141 100,0 ion a. (1113.49)
125 22,09 ion g (Fig.54)
123 72,24 141 - 18

107 37,04 125 - 18
105 29,34 123 - 18

95 97.78 123 - 28
67 72,72 95 - 28
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1,4-uoxo-5 ,8-hid.rox1-6 a -r1}i_or-2T-aoetoxivitha-2 , 24-111enólido

(cxxxrv - b - pág. 104 ) (Fig.97)

m/e Intensidad relatiVa (%) Asignación tentativa

531 0,6 M + 1

530 3,03 M

51o 2,88 M - 20 _

482 5,0 M - 20 - 18

47o 18,94 M - 60

432 10,6 M - 60 - 20 - 18

414 3,19 M - 60 - 2o - 2 x 18

239 37,9 ruptura 4 - 20 - 18
183 37,88 ion a (Fig.49)
151 22,72 ion d' - 20
133 25,75 151 - 18

125 28,8 ion g (Pig.54)
123 100,0 ion a - 60
95 100,0 123 - 28

67 72,72 95 - 28

2,3¡5CI-trihidroxi-6Á3, 27-diggetoxi-l-ozowitha-24-enólidg

(chxv - pág. 104 ) (Fig.98)
m/e Intensidad relátiva (%) Asignación tentativa

590 0,55 M

572 0,78 M - 18

530 1,65 M'- 60
515 0,57 M - 60 - 15

512 15,38 M- 60 - 18

494 1,84 M - 60 - 2 x 18

470 1,50 M - 2 x 60

452 2,40 M - 2 z 60 - 18

183 6,33 ion a (Fig.49)
171 19,73 ion d' - 60 (Fig.53)
123 8,55 183 - 60

105 11,69 123 - 18

95 16957 123 - 28

43 100,0 c H *
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CAPITULO 5

QABTEEXPERIMENTAL

General.

Los puntos de fusión fueron determinados con un aparato Fischer-Johns

y no han sido corregidos.

Los poderes rotatorios fueron determinados con un polarímetro auto

mático Perkin-Elmer modelo 141! la temperatura tu. la ambiente ; la con

centración y el solvente se indican en cada caso particular.

Los espectros de absorción en el infrarrojo (IB) se realizaron en dis

persión en nujol excepto en los casos en que se indica lo contrario, con

un espectrofotómetro Perkin-Elmer modelo 421, o con un espectrofotómetro

Perkin-Elmer modelo 137, Infracord.

los espectros de absorción en el ultravioleta (UV)se realizaron en

solución de etanol 95%en un espectrofotómetro BeckmanDK-2A.

los espectros de resonancia magnética protónica (BMP)se efectuaron

a 60 MHzoon un espectrómetro Varian 1-60; se utilizó cloroformo deuts

rado comosolvente excepto en los oasos en que se indica lo contrario;

en todas las determinaciones se utilizó tetrametilsilano (TMS)comoseñal

de referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresan en 5

(ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hs! se indican en cada caso

comos! singulete, d! doblete, dd: doble doblete, dddl doble doble doble

te, ts triplete, c: cuarteto, m8multiplete, b.a.¡ bandaancha.

Los espectros de masa (IM) se realizaron a 70 eV en un espectrómetro

de masa Varian-Mat CH-7 y con un espectrómetro de masa Varian-Mat CH-TA.

Las cromatografías gas-líquido (agl) de los ésteres metilicos de los

ácidos grasos, del insanonificable y de los esteroles fueron realizadas

con un cromatógrafo gaseoso dual Hewlett-Packard 5830 A con detector de

ionización de llama (PID). Para el análisis de los ésteres metílicos de

los ácidos grasos se empleócomofase fija DGS(dietilénglicolsuccinato)
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15%en Chromosorb ï-Aï DMCS(60-80) en condiciones isctérmicas (190°).

Para el análisis de los esteroles se utilizó comofase fija 53-30 3%

en Chromosorb ï-AH DMCSdesde 150° hasta 280° incrementando la temperatura

a razón de 6°/min. La identificación de los esteroles se realizó por compa

ración de sus Tr con los de patrones en iguales condiciones y fueron luego

confirmadas por espectrometría de masa.

Para el análisis del insaponificable se empleóuna columnade vidrio

rellena con 0V 17, 3%sobre Chromosorb FAEDMCSvariándose la temperatura

desde 200° hasta 280° a razón de 6’/min.

Las cromatografias gas-líquido de los hidrocarburos fueron realizadas

en un cromatógrafo gaseoso Hewlett Packard 5750 con una columna de acero

conteniendo como fase fija 0V 17, 2% sobre Chromosorb G H - P (80-100) y

detector de ionización de llama variándose la temperatura desde 190° hasta

290° a razón de 4°/min.

Las cromatografías gas-líquido combinadas con los espectros de masa

se realizaron con un cromatógrafo Varian 1400 acoplado a un espectrómetro

de masa Varian-Mat CH-7L; el sistema acoplado era comandado por una oom

putadora Varian-Mat Spectro System 166 con teletipo Tektroniz 4010-1 e

impresor Tektroniz 4631.

La cromatografía en capa delgada (ccd)'se realizó utilizando como

fase fija Silicagel-G (Merck) y comoreveladores vapores de iodo o ácido

sulfúrico 50%en las cromatografías analíticas. En las oromatografías pre

parativas se empleó Silicagel PF 254 6 Silicagel PF 254 + 366 observando

e la luz ultravioleta a 254 nm. Los sistemas de desarrollo utilizados

fueron! l) ciclohezano, 2) ciolohezanc-benceno (1:1), 3) benceno, 4) olo

ruro de metileno, 5) cloruro de metileno-I% metanol, 6) benceno-4%meta

nol, 7) cloruro de metileno-5% metanol.

Las cromatografías en columna se realizaron utilizando comoadscrbente
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Silioagel Davison (malla 100-200).

Las cromatografías líqnidas a mediana presión se llevaron a cabo con

columnas preempaquetadae de Silioagel 60, tamaño "C" (Merck); el solvente

de desarrollo ara impulsado por una bombaProminent-Electronic 1001 SC I

provisto de un amortiguador de pulsos. La velocidad de desarrollo fue ge

neralmente de 5,2 ml/min.

Los mioroanáliaie fueron realizados por 1a Doctora B. B. de Deferrari

y la Licenciada.z. u. Marcote(management-17cm).

Los solventes fueron eveporadoe a presión reducida por debajo de 50°.
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Material Vegetal.

2,872 kg de planta recolectada en el mes de diciembre, secada a la

sombra a temperatura ambiente, se extrajeron en un Sohxlet con metanol

(ll litros) durante ll días. El extracto metanólico se concentró hasta un

volumen de 5 litros y se llevó a un volumen de lO litros con agua. La so

lución metanólica acuosa se extrajo en ampollas de decantación con éter

de petróleo (25 litros en total) para desengrasar y eliminar algunos pig

mentos. Esta solución se secó sobre sulfato de sodio, filtró y evaporó

obteniéndose un residuo aceitoso verde oscuro que se conserV6 para su pos

terior estudio.

La solución metanólica acuosa restante se reextrajo con éter etílico

(28 litros en total). El extracto etéreo se seoó sobre sulfato de sodio

anhidro (2 kg) durante dos días, se filtró y evaporó a setuedad obtenién

dose un residuo sólido verde oscuro (55 g). El residuo no extraible de

la planta fue de 2,73 kg.

Eb las extracciones que se hicieron con etanol en reemplazo del meta

nol, la técnica empleadafue idéntica salvo en algunos detalles de índo

le cuantitatival la cantidad de planta fue de 3,113 kg (parte aérea entera)

y la extracción con el etanol se efectuó por un espacio de 5 dias solamen

te. El residuo del extracto de éter etílico fue en esta ocasión de 87 g.

y el residuo no extraíble de la planta por el etanol, de 2,81 kg.

También se probó de mejorar el rendimiento de la extracción (en witha

nólidos) extrayendo hojas solamente de la planta en vez de toda la parte

aérea. La recolección de las hojas de la planta se realizó en el mes de

agosto; 3,1 kg de hojas se extrajeron con etanol (12 litros) y se siguió

con el procedimiento antes indicado obteniéndose 84 g de residuo de ex

tracto de éter etílico. En este último caso, la única diferencia aprecia

ble con respecto al segundo fue que era mayor la proporoián de pigmentos
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menospolares en relación a los más polares (situación inversa a la que

se observaba con los extractos obtenidos de la parte aérea de la planta).

Para separar los Vithanólidos presentes en el extracto de éter etíli

co se montó una columna con aproximadamente 600 g de silicagel G en la

que se sembraron por medio de una pastilla (relación masa de adsorbente

a masade extracto seco - lll) 20 g de extracto de éter etílico. Para re

coger las fracciones se empleóun colector automático de fraCciones regu

lado de modotal que cada cuatro horas se recogía una fracción de 100 ml

aproximadamente. En la Tabla XIXestán explicitados las meáclas de sol

ventes de elución empleados, las fracciones recogidas con ellos y las

fracciones en las que fueron hallados los esteroides.

El ejemplo de la tabla corresponde a la cromatografía del extracto de

éter etílico obtenido de planta entera por extracción inicial de la mis

ma con etanol.

En la Tabla XXse encuentran los datos correspondientes a la cromato

grafía del extracto de éter etílico obtenido de planta entera por extrac

ción inicial de la misma con metanol. En este último caso se obtuvo en

las misnas fracciones que la ïithaferina A (I), a la 2,3-dihidro-3-metoxi

withaferina A (LIX), disminuyendo entonces lógicamente la proporción en

que se encontraba la primera dado que la última era el producto de la

adición de Michael del metanol a la withaferina A según se explicó antes;

La proporción del producto artificial dependía del tienpo de extracción.

En el extracto de éter etílico de hojas de Acnistus breviflorus era

mayor la proporción de jaborosalactona A (LXIX)y menor la de vithaferina

A con respecto a la mismade planta entera recolectada en diciembre.

En resumen, las Tablas XIXy II sufren modificaciones cuantitativas

según la época de recolección y parte de la planta usada.
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TABLA XIX

Elución de withanólidos de un extracto de éter etílico correspondiente

a 1a parte aérea entera de Aonistus breviflorus recolectada en e1 mes

de diciembre I sometida a un proceso inicial de extracción con etanol

Masade extracto de éter etílico! 20 g

AdsorbentelSilicagel 0 (Davison), malla 100-200

Masa de adsorbente: 600 g

Métodode siembra! pastilla (20 g de extracto + 20 g de silicagel)

Fracciones Solvente de elución Fracciones Esteroide

1-5o 0120112

51-100 0120112-0,5% MeOH

101-160 0120H2-1,0% MeOH 110-156 JLA

161-200 c120H2-1,5°/o MBOH

201-250 0120112-2,0% MeOH 170-247 JLE

251-300 c120H2-2,57o MeOH 248-350 HA

301-350 0120112-3,o% MeOH

351-400 c120H2-3,5% Meolï 354-370 m. + JLD

401-470 c12c112-4,o% MeOH 371-470 JLD

Fracciones Masa(g) Observaciones

1-109 0,5 semisólido anaranjado y
aceites incoloros varios

110-156 3,2 JLA, pigmentos y resinas
157-169 1,8 JLA, pigmentos y JLE
170-247 1,4 JLE
248-353 5,9 WA,pigmentos y resinas
354-370 1,1 WA,JLDy pigmentos

371-470 5,1 JLD y pigmentos

Notas JLA- jaborosalaotona A; JLEl=jaborosalactona E;
JLD- jaborosalactona D (acnistoferina)
HA=withaferina A
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Elución de withanólidos de un extracto de éter etílico corresvondiente

a la parte aérea entera de Acnistus breviflorus recolectada en el mes

de diciembre y sogetida a un proceso inicial de extracción con metanol

Masa de extracto: 20 g

Adsorbentes Silicagel G (Davison), malla 100-200

Masa de adsorbentel 600 g

Métodode siembra: pastilla (20 g de extracto + 20 g de Silicagel)

Fracciones

1-75
76-150
151-200
201-250
251-300
301-400

401-490

Fracciones

1-151

152-192
193-293

294-400

401-432

433-490

Nota! JLA

mHA

JLD

Solvente de elución

Cl CP
‘2

c1 0112-0, 5% MeOH
c1

GHz-1,0% IxieOH

C120H2-2,O% ItleOH

c12CH2-2,5% MeOH

NNM

-c1 CH -3,0% MeOH2 2

012CH2-4,0% M9011

m_sa

0,7
1,64
4,23

5,9

1,5
4,6

(g)

Fracciones Esteroide

152-192 JLA

193-293 JLA + JLE i WA

294-400 mWA + WA

401-432 WA+ JLD

434-490 JLD

Observaciones

Aceites y pigmentos varios
JLA, resinas y pigmentos
JLA + JLE + WA, pigmentos
y:resinas
mWA+ HA, pigmentos y
resinas
WA+ JLD y pigmentos

JLD y pigmentos

jaborosalactona A; JLE = jaborosalaCtona E;
2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A; HA= withaferina A
jaborosalactona D (acnistoferina).
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Purificación de jaborosalactona A SLXIXZ.
Las fracciones 110-156 (ver Tabla XIX) fueron recromatografiadas en

columnade silicagel para eliminar los pigmentos y las resinas.

Las fracciones en que se hallaba el esteroide se unieron y evaporaron.

El residuo (1,4 g) se recristalizó tres Veces de alcohol, pero habiendo

comprobadoque éste no eliminaba aún las impurezas se recristalizó la

primera vez de acetato de stilo-éter de petróleo lo que dio lugar a un a

ceite que cristalizó dificultosamente. Luegose procedió a reoristalizar

con etanol pues el rendimiento era muchomayor con este solvente. Se

obtuvieron 400 mgde jaborosalactona A de punto de fusión 222-223° (lit.:

215-22O°(44).

nas 3500, 1695,1670, 1135,.1000, 97o, 850, 800 cm’l

UV: XML: 219 nm ( e =19000)

[OJD= + 90° (c=0,99s 013011)

BMPy'EMa ver Cap. 4

Purificación de withaferina A (IZ.

En el caso de haber usado etanol comosolvente de extracción, la wi

thaferina A obtenida en las fracciones 248-353 (sin contaminar por el pro

ducto artificial que no se forma con etanol) se purificó por columna de

silicagel para eliminar los pigmentos que la acompañabany se recrista

lizó la primera vez dísolviéndola en acetato de etilo, solvente en el cual

es casi insoluble al estado puro y dejando que precipitara lentamente del

seno de la solución; luego se la recristalizó una vez más de acetona- éter

(1°) y 252-253°(39)).
l

de petróleo; pf8250-252° (lit.z245-248

IR: 3400, 1680,1670, 1220, 1020, 920, 800 cm“

. = 0 =
Uv: Amáxf .-15 m ( e 18000)

[a]; .+¿.120° (c= 1,2; 013CH)

BMP y EMI ver Cap. 4
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Purificación de 2,3—dihidro-3-metoziwithaferina A SLIZZ.

Este esteroide se separ5 de su mezcla con withaferina A (en las frac

ciones 294-400del extracto de éter etílico obtenido a partir del extrac

to metanólioo inicial)(ver Tabla XX)por columna de silicagel a mediana

presión en relación 10031 de adsorbente a mezcla después de haber limpia

do la mezcla de pigmentos por una cromatografía previa en silioagel. La

2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A se recristalizó de acetona-éter de pe

tróleo.

¡[pf.s 242-243° (lit.z242-243°(10'39))

IR! 3400, 1680,1670, 109o, 1010,780 cm-l

UV: kmáxfzn nm ( e a 9500)

[OJD- + 19° (c= 1,0; C13CH)

BMPy EM: ver Cap. 4

Purificación de jaborosalactona D gacnistoferinaz (LXKI)

En ocasiones precipitaba en largas agujas de las mismasfracciones

en que se obtenía directamente de la columna en que se oromatografiaba el

extracto de éter etílico. En otros casos, por reoromatografia y dos re

cristalizaciones o por recristalización directa de etanol de los residuos

resultantes de eVaporar las fracciones en las que se hallaba, se obtenía

el asteroide puro de pf.8 285-288° (lit.: 277_239o(42))

In: 3300, 1700, 1050, 960, 870 cm'l

UV: xmü; 221 nm ( e -16000)

(OJD- + 99,6° (o= 2,7; 013CH-MeOH(6:4) )

RMPy EM! ver Cap. 4

Acatilación de jaborosalactona D(acnistoferina)

100 mg de jaborosalactona D se disolvieron en 2 ml de piridina y 2 nl

de anhídrido acético dejándose estar toda una noche. El procedimiento ha

bitual de aislamiento permitió obtener 90 mgdel diacetato que reoristali
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zadoe de etanol tenian pfl 255-258° (lit.l 245-248°(42)).

IR! 3400, 1720, 1700, 1250 cm'l

UV: A ¡“5:3 220 nm (e :19000)

[‘ÚD- + 52,2° (c=2,9; 013CH)

BMP y EMI Ver Cap. 4

Intento de formación de un acetónido de la acnistoferina.

lOOmg de acnistoferina se disolvieron en 70 ml de una mezcla 1:1 de

acetona-dioxano (pues la acnistoferina es insoluble en acetona) y se agre-l

garon 930 mg de sulfato de cobre anhidro(234) . Se reflujó durante 72 horas,

filtro y evaporó a bresión reducida, recuperándose la acnistoferina sin

reaccionar. En otro intento efectuado suspendiendo la acnistoferina en a

cetona solamente también se obtuvo un resultado negativo.

En otro ensayo, se hicieron reaccionar 10 mg de acnistoferina con 2 m1

(235). Se agitó 19 horas ade acetona más una gota de ácido perclórico 70%

temperatura ambiente pero no hubo reacción según lo reveló la ccd (sistema

de desarrollo 7). Reflujando la mezcla 4 horas sólo se logró descomponer la

acnistoferina en varios productos coloreadas.

Purificación de jaborosalactona E SLKXIIZ.

El residuo resultante de la eVaporación de las fracciones 170 a 247

(ver Tabla XIX) se tomó con cloruro de metileno y se filtró; el residuo

insoluble fue lavado con cloruro de metilene y recristalizado de etanol.

Pf: 268°-270° (1it.: 255-258°-oloroformoy etanol-(42)).

UV: A máxf 222 nm (e =7ooo)

[Cl-7]): + 60,2°(c= 0,82; 01 CH-I-IeOH(1:1) )3

1m 334o y 324o, 169o, 1050, 1020, 803, 725 cm-l

BMPy EMI ver Cap. 4

Acetilación degjaborosalactona B.

50 mg de jaborosalactona E se disolvieron en 1 m1 de una mezcla 181 de

piridina y anhídrido acético dejándose estar toda una noche. Conel tra
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tamiento usual se aislaron 33 mgdel diaoetato que se reoristalizaron de

metanol.

pr: 218-220° (litd 212-214°, de etanol(42))

UV: Amázf 222 nm( e = 13000)

[0%.- + 40,0° (c=0,09; c13cn)

IR: 174o, 1700, 124o, 1050,1040 cm’l

BMPy EMI ver Cap. 4

Apertura del egóxido de la jaborosalactona A.

60 mg de jaborosalactona A se disolvieron en 43 ml de acetona y se

agregó 0,3 ml de ácido sulfúrico BN. Se agitó a temperatura ambiente du

rante cuatro horas, volcó sobre bicarbonato de sodio acuoso y extrajo

exhaustivamente con cloroformo; se secó sobre sulfato de sodio anhidro,

filtró y evaporó a sequedad. La reacción fue casi cuantitativa y el pro

ducto obtenido tenía idénticas propiedades físicas y químicas que 1a

jaborosalactona D.
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Extracto de éter de petróleo.

5 g de extracto de éter de petróleo se sembraron en forma de pasti

lla con una relación 133 (residuo vegetaltsílicagel) en una columnade

Silicagel Davison (300 g). La elución se llevó a cabo comose indica en

Tabla XXI.

TABLA XXI

Segaración de los comgonentesdel extracto de éter de petróleo de la

Elanta Aonistus breviflorus por elución¡ en columnade silicagel.

Elgzente Fracciones Masa (mg) Componentes

Eter de petróleo 1-13 25 Hidrocarburos

Eter de petróleo- Carotenoides, ¿rar
14-50 920 ' ‘

benceno (3'1) sas y ceras (A+B)

Eter de petróleo
51-60 50 Grasas y ceras(A+B)

benceno (3:2)

Eter de petróleo
61-73 147 Grasas y ceras(A+B)

benceno (1:1)

Benceno 73-80

Benceno-l% MeOH 81-126 300 Esteroles libres

Banano-3% MeOH 127-190

La presencia de los esteroles se constató mediante un ensayo cuali

tativo (test de Liebermann-Burchard);para ello se disolvió una alícuota

del residuo obtenido por evaporación de cada una de las fracciones de la

columna cromatográfica en cloruro de metileno y se le agregó anhídrido

acético y ácido sulfúrico concentrado. Se lo consideró positivo cuando de

sarrolló un intenso color verde.
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Reacción de saponificación.

Las grasas obtenidas en las fracciones 14-50 (ver Tabla XXI) se recro

matografiaron en Columnade silicagel para eliminar los carotenoides que

las acompañabany se separaron por cromatografía preparatiVa en dos ban

das: A y B (sistema de desarrollo 2). Las grasas desorbidas de las bandas

A y B se sometieron por separado al siguiente tratamiento: se reflujaron

l hora en una solución de hidróxido de potasio 40%en etanol; ambasreac

ciones se detuvieron agregando 100 m1 de agua y extrayendo con 100 ml de

éter etílico y luego dos veces”más con 50 m1 del mismosolvente. Las fa

ses orgánicas unificadas, conteniendo al insaponificable A por un lado y

B por el otro, se lavaron con dos porciones de 40 m1 de agua conteniendo

una o dos gotas de hidróxido de potasio 50%; se siguió lavando con agua

hasta eliminar 1a alcalinidad de los lavados..Las fases aouosas de lavado

se juntaron con las primeras, tanto en la serie A comoen la B; se acidi

ficaron con ácido clorhídrico 0,5 N y se extrajeron por separado Varias

veces con éter etílico obteniéndose en esta fase orgánica los ácidos gra

sos A y B respectivamente.

Reacción de metilación de ácidos grasos.

A las fracciones de ácidos grasos A y B disueltas en éter etílico

anhidro y metanol se les agregó por separado una solución etérea de di

azometanohasta que persistió la coloración amarilla. Conlos recipien

tes tapados se agitaron las soluciones durante 30 minutos; luego se des

taparon para eliminar el diazometano en exceso. Se eVaporó el contenido

de cada uno a sequedad, obteniéndose cristales de los ésteres metilicos

de los ácidos grasos A.y B respectiVamente con rendimiento cuantitativo.

Reacción de hidrogenación de los ésteres metílicos de los ácidos grasos

Se diSOIVieron a los ésteres metilicos de los ácidos grasos A en

etanol y se agregaron dos puntas de espátula de paladio/carbón 10%rea

lizando la reacción en atmósfera de hidrógeno a presión atmosférica
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durante dos horas. Por filtración y evaporación del solvente se obtuvie

ron los ésteres metílicos saturados de los ácidos grasos A con rendimien

to casi cuantitatiVO.

Obtención del insagonificable.

Las fases orgánicas obtenidas tanto en 1a serie A comoen la B por

extracción con éter etílico de las respectivas mezclas de saponificación

y que fueron en cada caso reunidas, lavadas con base diluida y agua, como

se detalló anteriormente, se sacaron sobre sulfato de sodio anhidro, fil

traron y evaporaron. Comolos residuos de los insaponificables A y B eran

ínfimos se decidió reunirlos y cromatografiar la compleja mezcla en capa

de silicagel preparativa, desorbiéndose 6 bandas (sistema de desarrollo 4)

que fueron analizadas por cromatografía gaseosa-espectrometría de masa.

Purificación de los hidrocarburos.

Los hidrocarburos obtenidos en las fracciones 1-13 (ver Tabla XXI)

fueron recristalizados de benceno-metanol (1:1) (pfz 40°) y analizados

por cromatografía gaseosa-espectrometría de masa.

Purificación de los esteroles.

Los esteroles obtenidos en las fracciones 78-143 (ver Tabla XXI) fue

ron purificados por cromatografía preparativa (sistema de desarrollo 6)

desorbiéndose la banda que se había desarrollado a igual altura que este

roles sembradoscomotestigos. Los esteroles desorbidos se recristaliza

ron de etanol 95%(pf! 55-80°) y se analizaron por cromatografía gaseosa

espectrometría de masa.
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Transformaciones funcionales.

lerdihidro-3-Egtoxiwithaferina ASLXXZ

a) 250 mg de withaferina A (I) se disolvieron en 60 ml de una solu

ción metanólica de acetato de sodio 0,05 N y se dejó reaccionar a tempe

ratura'ambiente con agitación durante 17 horas, reflujándose luego 2 ho

ras más para completar la reacción. Por evaporación del solvente, diso

lución del residuo en cloruro de metileno, filtración (para eliminar el

acetato de sodio insoluble) y evaporación del cloruro de metileno, se

' obtuvieron 252 mgde 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A que fueron recris

talizados dos veces de acetona-éter de petróleo;

Pr: 239-241°(lit. z 242-243°(39))

UV: km; 217 nm (e =9soo)

[03]). + 19° (0: 0,87; 013CH)

IR: 3400, 1700, 1690 cm’l

RMP y EM I ver Cap. 4

b) 300 mg de mezcla de withaferina A y 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferi

na A obtenida en las fracciones 294-400 (ver-Tabla XX) se sometió al miano

tratamiento anterior a fin de transformarla totalmente en el 3-metoxi de

rivado muchomás difícil de obtener por separación de la mezcla. Se ob

tuvieron 290 mgde 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A de pf: 240-24l°(ace
tona-éter de petróleo).

l-oxo-2 Cl-acetoxi—3É -metoxi-4 fi ,27-dihidroxi-5 B ¿6 B -epoziwit%

24-enólido SCXXIIZ.

102 mgde tetraaoetato de plomorecristalizado de ácido acético gla

cial oon carbón decolorante y secado en deseoador al vacío-protegido de

la luz—se suspendieron en benceno anhidro (recientemente destilado sobre

sodio bajo nitrógeno) juntamente con 102 mgde 2,3-dihidro-3-metcziïitha

ferina A. Se reflujó la mezcla de reacción bajo presión de nitrógeno has
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ta que el test de ioduro de potasio-almidón resultó negativo (20 hs).

Se diluyó luego el medio de reacción con cloruro de metileno a tem

peratura ambiente y se filtro; el filtrado se evaporó, obteniéndose 120

mgde una espumaamarillenta que fue purificada por cromatografía prepa

rativa (sistema de desarrollo 7). De la misma se recuperaron 51 mg de

2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A sin reaccionar, 25 mgde l-oxo-2C1 

acetoxi-3B -metoxi-4B ,27-dihidroxi-BB ,65 -epoxiwitha—24-enólido

que fue recristalizado de etanol-agua y 5 mgde un producto sin identifi

car cuyo espectro infrarrojo indicaba que poseía un grupo acetato.

El resto corresponde a productos de descomposición.

Pf.s 161-164°

UV: Amas“: 219 nm v( e = 12000)

['ülga + 35,5° (o= 0,99; 013CH)

In: 3400(ancha), 1725, 1700, 124o, 760 cm'l

RNP y BM: ver Cap. 4

HiÓÏannálisist Calculado para, 631134409.;c: 66,41%; H: 7,91%
osïáhidoa c z 66,20%; nz 8,16% I

2,3,24,25-tetrahidro-215desoxiwithaferina A SLXXXIII-azx 2,3¡24z25—

tetrahidrowithaferina A SCXXIIIZ.

Se disolvieron 234 mg de withaferina A (l) en 60 m1 de etanol, hi

drogenándose aproximadamente a l atmósfera de pgssión con 110 mg de

paladio 10%sobre carbón durante 16 horas; por filtración y evaporación

del filtrado se obtuvieron 231 mgde un residuo que fue purificado por

cromatografía preparativa(sistema de desarrollo 7). De la mismase aisla

ron dos bandas: la superior, la conocida 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxi

withaferina Arecristalizada de acetona-¿ter de petróleo y la inferior,

de igual Rf que la withaferina A, la 2,3,24,25-tetrahidrowithaferina A

que fue igualmente recristalizada de acetona-éter de petróleo.
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2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferina ignxxx111-a).

Pr: 23o-232° (lit.2228-229?(?9)).

[ajnu - 80,6° (c= 0,17; 013CH)
Sin absorción importante en el UV.

Inn 3580, 173o, 1700 cm'l

RNPy Él! ver Cap. 4

g,3,24,2S-tetrahidrowithaferina A (CXXIII)

Pfs 231-235°

[ÍKJD- -56,9 (o-1¡14; 013CH)

Sin absorción importante en el UV.

In: 3460, 174o, 1700 cm'l

BiP y EH! ver Cap. 4

xicroanálicics Calculado para 02834206; cs 70,86%; un 8,92%

Obtenido! o: 70,90%; B:8,88%

1,4-dioxo-5 B ,6 [3 -cgoziuitban611dogcnrv)

Primeramente se generó el complejo triózido de cromo-piridina "in

situ"(l42)s a una solución de 0,13 m1 de piridina en 2 ml de cloruro de

metileno (ambossolventes de calidad analítica y anhidros) se agregaron

80 mg de trióxido de cromo con agitación magnética. A esta. solución se

agregó otra preparada disolviendo 60 mgde 2,3,24,25—tetrahidro-27

desoxiwithaferina A (LXXXIII-a) en 0,2 m1 de cloruro de metileno. Se a

gitó a temperatura ambiente durante 50 minutes; se diluyó luego con 50 m1

de cloruro de metileno y lavó sucesivamente con hidróxido de sodio 5%

(3:30 ml), ácido clorhídrico 5%(3130 m1), bicarbonato de sodio 5%(31

30 m1) y solución saturada de cloruro de sodio (3:30 m1)! se secó con

sulfato de sodio anhidro, filtró y evaporó el solvente obteniéndose un

residuo cristalino (55 mg) que correspondió al producto deseado con ren

dimiento casi cuantitativo; el producto, recnietalizado de acetona tenias
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Pf! 229-231°

[OJD-f -79,2 (c- 1,25; c13ca)
IR I 1730, 1700 cm-l (no hay absorción de grupo hidroxilo)

Sin absorción importante en el UV

BHP y EMI ver Cap. 4

licroanálisist Calculado para 02834005; e} 73,65%; HI 8,83%
Obtenidos cs 73,70%; HI 8,80%

wReacción de oxidación con clorocromato de piridonio.
.u (141) .El cloroorcmato de piridonio se preparó disolviendo 60 mgde

'trióxido de cromo en una solución compuesta por 0,05 ml de piridina y

0,11 ml de ácido clorhídrico 6M;el sólido que precipitó al enfriar se

filtró por vidrio sinterizado y lavó con ácido clorhídrico diluido.

A 22 mg de clcrocromato de piridcnio y 1,ó mg de acetato de sodio

suspendidos en l m1de cloruro de metileno, se agregaron 30 mg de 2,3,

24,25dtctrahidro-27-descxivithaferina A (LKXIIII-a) disueltos en 0,1 ml

de cloruro de metileno y se dejó reaccionar con agitación durante 3,5

horas. La desaparición de la sustancia de partida fue total pero se ob

tuvieron tantos productos de reacción que no fue posible analizarlcs.

1 6,4 B ,27-trihidroxi-SB L6¡8 -_goziwitha-24’_enólidogcmz“).

52 mgde vithaferina A (¿exo-4 ,8 ,27-dihidrozi-5 B ,65 -epoxi

Iitha-2,24-dienólido) se disolvieron en lO ml de etanol a 0°. Mantenien

do esta temperatura durante todo el proceso, se agregaron a esta solución

8 mgde bcrohidruro de sodio disueltos en 5 m1 de etanol y se agitó dn

rante 4 horas! se acidificó luego, cuidadosamente, con ácido clorhídrico

2 H hasta pH- 3, se diluyó con cloruro de ¡etileno, lavó con agua, bicar

bonato de sodio y agua, secó sobre sulfato de sodio anhidro, filtró y
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evaporó hasta sequedad, obteniéndose 53 mg de un residuo que por re

cristalización de etanol dio un producto cristalino.

Pfs 248-251°

UV: %.máx - 215 nm ( e - 7500)

l 0.7D= + 4,7° (c= 0,34; 013cn)

In: 3350, 1700 cm’l

BHP y EM: ver Cap. 4

(a) Tesis doctoral de S. Greenfield; Instituto ïeizmann de la Ciencia,
Rehovot, Israel (1967).

(193).beshidratación del diacetato de acnistoferina con anhídrido acético
132 mgde diacetato de acnistoferina se reflujaron con anhídrido

acético recientemente destilada, durante 57 horas, luego de lo cual se

evaporó directamente el solvente a presión reducida y 90° de temperatura.

El residuo, de color rojizo (132 mg) se purificó por cromatografía

preparatiVa de silicagel (sistema de desarrollo 5) aislándose dos bandas;

de la superior, por desorción, se obtuvieron 95 mg de una espumablanco

amarillenta que resultó ser una mezcla de acetatos de enoles, según los

datos espectroscópicos; de la inferior, por desorción, se pudieron recu

perar 20 mgde diacetato de acnistoferina sin reaccionar.

Mezcla de acetgtgs de enol (CXXX).

Pr: 152-160° (acetona)

UV: Amin: 219 nm ( e =12600)

[XIJD- + 19,7° (o= 1,24; C1303)

In: 173o, 1700, 124o, 1020 cm-l. No hay absorción de grupos hidrozilo.

BMPy En: ver Cap. 4

A ertura del e 'xido de la 'aborosalaotona A LIII con ácido acético

61301310

68 mg de jaborosslactona A se disolvieron en 22 ml de ácido acético
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glacial oalentándose 2 horas en baño de aceite a 100° y luego 2 horas

mas a reflujo; se evaporó luego el solvente y el residuo obtenido se

purificó por oromatografía preparativa (sistema de desarrollo 7). Se

desorbió el producto mayoritario de la reacción, analizó por BMPy ace

tiló disolviándolo en 2 nl de una mezcla lll de anhídrido acético-piridi

na. Aislado el producto de reacción de la manera habitual se obtuvo 58 ng

de un compuesto idéntico al obtenido por tratamiento del diacetato de

acnistoferina con anhidrido acético.

4-dehidrowithaferina A {l,4-diozo—27-hidroxi-5[[36 Lg-epoziïitha-2124

dienólido LXIXIV-a .

Preparación del dióxido de manggnesoactivado

2,08 g de permanganato de potasio se disolvieron en 13,5 ml de agua

(155).

destilada oalentándose a reflujo con eficiente agitación. Paralelamente

se agregaron simultáneamente una solución de 1,82 g de 504Mn.H20en 5 ml

de agua y otra de 2,6 ml de hidróxido de sodio 40%a la solución hirvien

te de permanganatode potasio, lentamente, en el transcurso de l hora.

Concluidos los agregados se reflujó 1 hora más. El producto de reacción

se filtró por embudode vidrio sinterizado y se lavó con abundante can

tidad de agua hasta eliminar la aloalinidad. El dióxido de manganeso

asi obtenido se seoó en estufa a 110° durante 3,5 horas, se molió a un

polvo fino y usó inmediatamente.

Oxidaoión.

190 mg de ¡ithaferina A se disolvieron en 10 m1 de cloroformo y 15 m1

de acetato de stilo; se suspendió en la solución 1 g del dióiido de manga

neso recientemente preparado y agitó durante 16 horas. huego se filtró,

se evaporó el solvente y el residuo (170 mg), un sólido amarillo, se pu

rificó por cromatografia preparativa de silicagel. Se aislaron 106,5 mg

de 4-dehidrouithaferina A; 16,4 mgdel aldehido y 27,1 mgde uithaferina A.



-180

El producto LXXXIV-ase recristalizó de acetona-éter de petróleo.

4-dehidrowithaferina A. U

Pf.t 280-281°(lit.¡ é76-277°(3?))

UV: A.m¿1 - 223 nm ( e - 14700)

[113D - + 106°(c=0,793 613CH)

In: 3500, 1700,1005 cm-l

RNP y EM: ver Cap. 4

Reacción de la ¿:gghidrovithaferina A con etanoditiol.

A 90 mg de 4-dehidrouithaferina A (LxxxIv-a), 320 mg de so4nn2

anhidro y 320 mg de cloruro de zinc_reoientemente fundido y molido, se

agregaron (en baño de agua-hielo) 4 m1 de etanoditiol, gota a gota con
(165,166)agitación s la solución fue tomandopaulatinamente color rojo.

Duegodel agregado se mantuvo la agitación a temperatura ambiente por

48 hs. Se concluyó la reacción diluyendo con cloruro de metileno, laran

do con ácido clorhídrico 5%(3x30 m1), hidróxido de sodio 5%(3x30 ml)

y agua (3:30 ml); 1a solución orgánica se secó sobre 804Naanhidro,
filtró y evaporó, obteniéndose un aceite amarillento que sólo pudotrans

formarse en un sólido amorfo suspendiéndolo en una solución de hidróxido

de sodio 5%; el sólido obtenido (CXIVII) se filiró y lavó con agua hasta

eliminar aloalinidad.

Pr: 94-102° (etanol)

UV! AmaI - 255 nm ( e -3800); inflexión a 215 nm.

[ÏXÍD - + 25,6° (c- 0,61; 013cn)

In: 1700, 1410, 127o, 1190, 77o, 735, 700 cm'l

RNP y EN I ver Cap. 4
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l¡4-diozo-21-trifluoroacetoxi-SB ,6 B -e20¡iïitha-2,24-dienólidogmH2.

l A una solución de 100 m¿ de 4-dehidrouithaferina A en 5 ml de dioza

no recientemente filtrado por alfimina (actividad I) para eliminarlo pe

róxidos y humedad,se agregó l ml de anhidrido trifluoroacético, agitan

dose 30 minutos a temperatura ambiente. Se detuvo la reacción, volcando

sobre agua-hielo y extrayendo con cloruro de metilenc, lavando luego

con bicarbonato de sodio (solución saturada) y después agua. La fase or

gánica se seoó sobre sulfato de sodio, filtró y evaporó obteniéndose el

27-trifluoroacetato con rendimiento cuantitativo el que fue reoristali

zado de acetona.

Pr: 261-265°

UV:x más: nm( e e 27900)

[OJD- + 125,9°(o- 0,765; c13cn)
IR: 1690, 1685, 1350, 950 cm—1.no hay absorción de grupos hidrozilos.

BMPy El: ver Cap. 4

1 [3 ,4 B ¡21-trihidrozi-2 B ,63 —egozivitha-2,24-digxálido(CKXVI-_Z.

- 60 ng de vithaferina A se disolvieron en l m1 de solucion etanólica

“one contenía 24 mg de 013Cet7fl20- Se agreganun 4 ml más de etanol para
disolver totalmente a la ¡ithaferina A. La solución se enfrió a 0° y

se le agregó 4,8 mg de borohídruro de sodio disueltos en 2 m1 de etanol.

La reacción se mantuvo a 0° con constante agitación y se siguió por ccd

(sistema de desarrollo 7). A los 35 minutos se agregó ácido clorhídrico

5%, extrajo con cloruro de metileno, lavó con agua, secó sobre sulfato

de sodio anhidro, filtró y evapcró. El residuo(52 mg) se purificó por

cromatografía preparativa (sistema de desarrollo 7) pudiendo desorberse,

puro, sólo al isómeroB (30 mg). El isómeroB se intentó recristalizar da

etanol 95%, pero se obtuvo en forma de aceite, el que al ser tratado con
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aoetona caliente, cristalizó en agujas blancas.

Pf: 142-145°

UV: x.máx.= 215 nm (e-- 8500)

[ÏIJD- + 88,03° (c- 0,92; c13cn)
IR: 3300 (ancha), 1680, 1650 cm-l

RMPy EH! ver Cap.4

Microenálisis: Calculado para c283¿096.c23503.nzo; cz 67,13%; Ha 9,02%
Obtenidos c: 67,24%; a: 8,94%

Reducción del bigditiocetal de la 4-dehidroiithaferina A SCIXVII!con

¿boruro de níquel" {EN12)(173-178).

Se disolvieron 50 mg de C12Ni.6H20en 5 nl de etanol absoluto. A

esta solución se agregaron 14 mgdel bisditiocetal de la 4-dehidroui

thaferina A disueltos en 1,4 ml de dioxano y se añadieron 5 ml más de

dioxano. La solución se enfrió con un baño de agua-hielo y se agitó

magnéticamente; se agregaron luego lentamente 7,7 mg de borohidruro de

sodio disueltos en 1,4 ml de etanol absoluto sobre la solución enfria

da a 0°. El agregado duró 7 minutos. Comenzóa precipitar un sólido

negro (BNiQ). Concluido el agregado se calentó a reflujo por espacio de

30 minutos y se dejó luego otros 15 minutoe a temperatura ambiente. La

solución que habia adquirido una tonalidad rosa, se filtró por Celite;

por evaporación del filtrado se obtuvo un residuo sólido blanco-rosáoeo

(26 mg). Este residuo se disolvió Parcialmente en cloruro de metileno

y filtró para eliminar el ácido bórioo formado. Por evaporación de

este nuevo filtrado, se obtuvieron 7 mgde un residuo rojo, pastoso, cuyo

espectro infrarrojo posee señales caracteristicas de compuestossulfura

dos por lo que le desulfuración fue parcial y su purificación infructuosa.
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Reducción del bieditiocetal de la 4-dehidrovithaferina A con amalgamade
(170-172) 'aluminio

Preparación de amalgamade aluminio.
l g de aluminio en eecamae ee cubrió con éter etílico con agitación

manual, para desengraearlo. La solución etérea ee decantó y ee agregó a

lae escamas de aluminio 20 m1 de una solución de cloruro mercurico 5%. Se

dejó reaccionar 3 minutos a temperature ambiente, ee lavó en seguida con

agua destilada primero y etanol absoluto (2 veces) después, ueándoee la

amalgama inmediatamente. .

Reducción.

Se dieclvieron 43 mgdel bieditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A

en 4 ml de diozano recientemente filtrado por alúmina ácida (actividad

I)- para eliminarlo peróxidoe y hnmedad-y 4 ml de etanol absoluto; en

la solución ee suspendieron l g de amalgamade aluminio recientemente pre

parada y ee añadieron 0,1 ml de agua destilada. Coneficiente agitación

magnética, ee hizo burbujear nitrógeno en el seno de la solución, reco

gióndoee el gas desprendido (con fuerte olor a tiolee) en una solución

de hidróxido de eodio 20%»Luego de 22 he de reacción a temperatura am

biente, se trasvasó el contenido del recipiente de reacción, con ayuda

de benceno, a‘un tubo de centrífuga y se centrífugó. Deoantada la solu

ción orgánica, el residuo sólido se trató con ácido acético para dieol

ver el hidrórido de aluminio formado que podria haber adaorbido materia

orgánica, ee agregó benceno, agitó y volvió a centrifugar decantándoee

la capa bencénica, la cual se reunió con la anterior. Por evaporación da

la fase orgánica se obtuvieron 32 mg de un sólido blanco en cuyo espec

tro de RNPaún existían eeñalee de metilenoe unidos a átomos de azufre y

aparentemente, indicios de reducción del anillo lactónico. La mezcla era

demasiado compleja como para poder eer purificada.
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Reduccióndel bisditiooetal de la 4-dehidrouithaferina A con níguel

Rene:

Preparación del níguel Ranel(169).

A una solución de 19 g de hidróxido de sodio en 75 m1 de agua se

agregó 15 g de aleación de níquel-aluminio en pequeñas porciones; con

agitación y a una temperatura de entre lO y 15°. Para prevenir la for

mación de espumase agregó también una gota de alcohol n-octílico. Ter

minado el agregado de la aleación (2 horas) se dejó a temperatura am

biente toda la noche. Al día siguiente se calentó en baño de agua 7,5

horas, se decantó la fase sobrenadante, se agregó una solución de 2,5 g

de hidróxido de sodio en 25 ml de agua, agitó, decantó y agregó agua

dejándose estar toda la noche para que difunda bien el hidróxido de so

dio adsorbido sobre el níquel. Al dia siguiente se lavó exhaustivamente

el níquel con agua (agitando, esperando que se deposite el níquel y de

cantando el agua) hasta que el agua de lavado tuvo pH - 7 (aproximada

mente 20 lavados). Inego se lavó con etanol 95%tres veoes y otras tres

vesce más con etanol absoluto, solvente bajo el oual se mantuvo, conser

vándoselo en heladera. I:

Reducción.

'Hétodo A.

60 ng de bisditiooetal de la 4-dehidrouithaferina A se disolvieron

en 16 ml de dioxano y 6 ml de alcohol absoluto. Se agregaron 40 puntas

de espátula colmadas (aproximadamente 6 g) de níquel Rana: de 7 meses de

antigüedad y se reflujó por espacio de 4 horas. Se diluyó luego con clo

ruro de metilsno, filtró por vidrio sinterisado y lavó el filtrado con 

agua para eliminar la mayor parte del dioxano. Se seoó sobre sulfato de

sodio anhidro, filtró y evaporó el solvente. Se obtuvieron 20 ng de un

producto blanco que resultó ser una mezcla de sustancias parcialmente hi
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drogenadas (CXXVIII)que no pudieron ser caracterizadas.

Pr: 92-lOl° (acetona-éter de petróleo)

UV: punto de inflexión a 220 nn.

[OJD- + 58,8° (c- 0,89; c13cn)

Im 171o, 1690, 114o om’l

RIP y El! ver Cap. 4

ICtodo B.

so Ingdel bieditiocetal de la 4-dehidrouithaferina A (CHVII) se di

solvieron en 30 ml de una solución de dioznno-etanol lll y ae reflujaron

muy suavemente durante toda una noche (16 horas) con 15 puntas de espá

tula de níquel Raney de l mea de antigüedad. Bepitiendo el mismotratamien

to anterior se obtuvieron 25 mgde un producto idéntico al previamente

descripto.

létodo “182488).

6 puntas de espátula de níquel Raney de 14 dias de antigüedad ee de

sactivó reflujándolo con acetona (7 ml) durante l hora luego de lo cual,

sin detener el calentamiento, se agregaron 60 ng del bieditiocetal de la

4rdehidrovithaferina A disueltoa en 12 nl de dioxano, continuándoee el re

flujo 2 horas más. Por el tratamiento habitual, se obtuvieron 32 mgde

un sólido anaranjado, sólo parcialmente desulfurizado.

Método D(182-188)

Se desactivaron 6 puntas de espátula de níquel Raney de 16 díae de

antigüedad durante l hora con 5 nl de benceno, luego de-lo cual se agre

garon 60 mgdel bisditiocetal de la 4-dehidrovithaferina A disueltos en

S-ml de benceno y a lo que se agregaron 5 ml más del mismo solvente. Due

go de 2,5 horas de reflujo se obtuvieron por el tratamiento usual 32,5 mg

de un producto anaranjado parcialmente desuli’urizado.
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g a -uitha-24-en61idogxc1).

La mezcla de productos parcialmente saturados CXIVIII obtenidos por

reducción del bisditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A con níquel Baney

(20 mg) se disolvió en 3 ml de etanol; en la solución se suspendieron 10

mg de naladio sobre carbón. Se hidrogenó aproximadamente 6 horas a una

presión de 1 atmósfera; Se filtró y evaporó luego el filtrado obteniéndo

se un residuo sólido (18 mg) que fue reoristalizado de éter de petróleo.

P-f' 196-199°(lit.i 199-2ooo(1°))

[11]) . + 45,5° (o: 0,46; c13cn)

"uv: >.m¿1 - 225 nm ( e - 8900)

In: 1700,1135 cm'l

BNPy'Eus ver Cap. 4

W155” 16°)¿Eagle4-Qggidr0tithaferina A.

Se diBOIVieron 100 mg de 4-dehidrovithaferina A, 40 mg de hidróxido

de potasio y 0,2 m1 de N2H450%en 2 ml de etilénglieol. Se llevó prime
ramente la mezcla de reacción a 100° con un baño de agua hirviente, oscu

reciéndose innediatamente. Se reflujo luego la mezcla por espacio de l

hora, después de lo cual se eliminó el agua formada y la hidrazina en

exceso por destilación. La solución remanente se reflujó a continuación

.sua;emente 3 horas más. Se dejó enfriar, diluyó con cloruro de metileno

“r lavó oon agua hasta eliminar aloalinidad; se seoó la fase orgánica sobre

sulfato de sodio anhidro, filtró y evaporó el filtrado obteniéndose un

residuo rojo-oscuro (20 mg), que eran meramente productos de descompo

sición.
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1.441% B,2’l—dihidroxi—6a -nuorwitha—2,24-digïïgo (chv-a).
Se disolvieron 65 ng de 4-dehidrowithaferina A en 2 ml de benceno

anhidro y se agregaron 0,2 m1de eterato de trifluoruro de boro. De in

mediato apareció un precipitado de color anaranjado que confirió el mismo

color a la solución. Este precipitado se disolvió parcialmente durante el

transcurso de la reacción. La reaccicn se siguió por ccd (sistema de desa

rrollo 7) y se interrumpió a la hora de iniciada, cuando ya casi no queda

ba compuesto de partida, diluyendo con cloruro de metileno y lavando pri

mero con bicarbonato de sodio (2130 m1) y luego con agua ké: 30 nl). Ine

go de secar la fase orgánica con sulfato de sodio anhidro, filtrar y eva

porar el filtrado, se obtuvieron 67 mgde un producto de color amarillo

intenso, mezcla al parecer de dos productos de RI cercanos que fue puri

ficado por cromatografía preparativa (sistema de desarrollo 7) y de la

cual se pudo desorber, puro, al compuestomayoritario que fue reoristali

zado de etanol (30 mg).

Pf! 205-210°

UV: A "¿1.- 222 nn( e -10500)

[Olan + 96,5°(c- 1,02; c13cn)
IR: 3300, 1700 cm’l

BHP y EN: Ver Cap. 4

Reduccióndel 1,4-digzgá5 ÁJJZTedihidrozi-ótl -f1fiorvitha-2¡24-dienólido

SCXIXIV-azcon níguel Ranel. .

30 ng de la fluorohidrina anteria-se disolvieron en 12 m1de etanol

absoluto y se agregaron 2 puntas de espátula de níquel Rene: de 3 meses de

antigüedad reflujándose durante 24 hs. al cabo de lo cual se filtró por

vidrio sinterizado y evaporó el filtrado obteniéndose así 20 mgde un pro

ducto incoloro cuyos espectros de BMPy masa indicaban que era una mezcla
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de productos parcialmente saturados, pero con el átomo de flúor aún unido

a la molécula.

lláediozo-5 ÁÏ-hidroxi—6a - lúor-2I-acetoziïitggázj24-dienólido (CXXXIV- b)

25 mg de fluorohidrina se disolvieron en l ml de piridina y 1 ml de

anhídrido acético, dejándose estar toda una noche. Por el tratamiento

habitual se obtuvieron 26 mgde fluorohidrina monoaoetilada.

Pfs 185° (etanol)

UV: xmá; 22o nm (e azoooo)

[OJD- +125,8’ (c=o,96; c13cn)

mi 3300 (pequeña), 174o, 1700, 1685, 1220, 77o cm'l

RNP y EN! Ver Cap. 4

1L6-«11010-5Gt¿27-dihidroxiwithgt-2424-dienólido (cmnI)

Una solución de 0,15 ml de piridina en l,5 ml de cloruro de metileno

ee añadió a una suspensión de 50 mg de aonistoferina en 0,2 ml de cloruro

de metileno. Se agregaron después 45 mg de trióxido de cromo y se agitó

a temperatura ambiente durante 1,25 ha. Se interrumpió la reacción dilu

yendo oon cloruro de metileno y lavando con hidróxido de sodio 5% (3x30 m1),

ácido clorhídrico 5%(3x30 ml), bicarbonato de sodio (solución saturada)

(3x30 m1) y agua (3x30 ml). Se eeoó sobre sulfato de sodio,filtró y eva

poró el filtrado, obteniéndose un residuo cristalino (46 mg) que fue pu

rificado por cromatografía preparativa, aielándose 30 mgdel 1,6-diozode

rivado y 4 mgdel probable 1,6,27-triozo compuesto. El 1,6 diozoderivado

fue recriatalizado de etanol y presentaba estas propiedades!

Pfl 266-268°

mn A . = 22o nm (6-12500)mu.

[QJD- +44,3° (c=0,98; c13cn)
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IR: 3300, 1700 (ancha), 1680, 74o (ancha) om’l

BHP y EN! ver Cap.4

Nicroanálisisl Calculado para C2833806; CI 71,46%; HI 8,14%. Obtenido.

c: 71,55%; Hs 8,02%

¿23-2 a ,3a; 5a wirgidroxi-GB, 27-diaoetoziwitha-24-enólidogcxm)

109 mgde diaoetato de aonistoferina se disolvieron en 1,5 m1de

tetrahidrofurano. A esta solución se agregó otra preparada disolviendo

2 ó 3 cristalitos de tetróxido de osmio en 0,4 ml de tetrahidrofurano.

La solución empezó a tomar un oolor marrón claro. Inmediatamente se añadió

a la anterior una solución de 37 mgde clorato de potasio en 1,8 ml

(208). Fue preciso añadir luego 1,4 ml más de tetrahidrofuranode agua.

para homogeneizar la soluoión que había tomadoun color amarillo verdoso.

La solución ¡o mantuvo a temperatura ambiente y oon constante agitación

y fue seguida por cod (sistema de desarrollo 7).

La reacción se interrumpió luego de 5 horas de iniciada después de

lo oual ae evaporó directamente a temperatura ambiente el solvente a se

quedad con ayuda de una bombade aceite; el residuo se disolvió parcial

mente en cloruro de ¡etileno-5% de metanol y se filtró para eliminar el

olorato de potasio insoluble.

El filtrado se evaporó y el residuo marrón-violáoeo (104 mg) se puri

ficó cuidadosamente por cromatografía preparativa pues se formaron dos

productos de Rf muycercanos, uno el deseado, y el otro, el 24,25 dihi

drozi derIVado. Se lograron desorber solamente 50 mgdel 2,3 dihidrozi

compuesto CXXXV,puro.

Pfl 244-248° (etanol)

UV: A m. _= 223 nm (e =2100)a:

[GJD- +9,37°(c-o,96¡ c13cn)
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IR! 3400 (ancha), 1725, 1680 cm-1

BIP y EM! ver Cap. 4

Hicroanálisisl Caloulado para 632H46010, c: 65,07%; ns 7,85%.

Obtenido, c: 64,90%; Hs 8,02%

Reduccióndel ¿:252f2 a ,3 a ,SCI -trihidgg¿ir6¿3 ,27-diaoetozilitha

24-enólido (cxxxv) '

Formaciónde la tcsilhidrazona

v 50 mg de l-oxo-2 0. ,3 0 ,5 OL-trihid.roxi-6 B ,27-diacetoxiwitha-24

enólido se disolvieron en 1 ml de alcohol absoluto y se agregaron 19 mg

de tosilhidracida reflujándose hasta que la ocd (sistema de desarrollo 7)

indicó que el compuestode partida había reaccionado totalmente. Se eva

poró entonces el solvente (etanol) directamente a presión reducida obte

niéndose un aceite inooloro que mantenido en desecador al vacío, cristali

zó en agujas blancas. Este producto se usó sin ulterior purificación para

el paso siguiente, según lo indica la técnica<209-2132

Reducción con cianoborohidrurc de sodio:

La recién formada tcsilhidrazona se disolvió juntamente con 19 mgde

ácido p-tcluensulfónico en l ml de una mezcla lll de dimetilformamida

sulfolano. Ambossolventes habian sido previamente destilados al vacío

sobre hidruro de calcio e inmediatamente usados. La mezcla de reacción

se calentó en baño de aceite a 110-ll5° en atmósfera de nitrógeno durante

2 hs., lapso en el cual la cod (sistema de desarrollo 7) indicó due la

tosilhidrazona había reaccionado totalmente. ¡í

La reacción se interrumpió diluyendo con cloruro de metilenc y lavan

do con agua para eliminar la dimetilformamida y el sulfclano. Por evapo

ración del cloruro de metileno, previo secado con sulfato de sodio anhi

dro y filtración, se obtuvo un aceite que no pudo ser inducido a crista
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lizar, pero que por purificación por cromatografía preparativa (siste

made desarrollo 7) y deserción de la banda principal, se transformó

en un sólido cristalino que resultó ser el compuestode partida (l-ozo

2 a ,3 0., 5 O.-trihidrozi-6 B ,27-diacetoxin'.tha-24-enólido) (29 mg)

l-o—zo-6L,27-dihidrozivi111ï2gb24-trienólido gcn)
95 mgde la mezcla de aoetatos de encl (CII!) se disolvieron en 5

ml de isopropanol al que se añadió l ml de cloruro de metileno a fin

de ayudar a la solubilizaoión. Se agregaron luego varias gotas de hidrój
¡ido de sodio acuoao 5%y se agitó a temperatura ambiente 4 horas. Cono

el producto obtenido era sólo el correspondiente a la hidrólisis del

acetato de carbono 27, se calentó la mezcla de reacción 2,5 horas a re

flujo, luego de lo cual se acidificó cuidadosamente a pH-3, diluyó con

cloruro de metileno y lavó con agua para eliminar las sales formadas! se

secó la fase orgánica sobre sulfato de sodio anhidro; filtró y evaporó

el solvente obteniéndose despúes de separar por cromatografía prepara

tiva (sistema de desarrollo 5) al producto totalmente hidrolizadc del
parcialmente desacetilado, 25 mgde lo que resultó ser una mezcla de ja

borosalactona B y su isómero 6€: hidrozi. La mezcla,que no pudo ser sepa

rada en sus componentes,se recristalizó de acetcna-agua.

Pt! l95-200°

UV: l‘an- 310 nm (e -aooo)

[OLJD- +25,8° (c-o,805; c13cn)

1m 3350, 1700, 1690, 1680, 735 cm-l

BMPy El! ver Cap. 4
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Resumehl

El presente trabajo tuvo por objeto el estudio fitoquimioo de los

extractos de éter etílico y de e'ter de petróleo de la planta Aonistus

breviflorus y 1a transformación funcional de los vithanólidos (esteroi

des altamente ozigenados con anillo lactónico en cadena lateral) de ella

aislados. h el mismose describen!

a) La fiincionaliidad química de diferentes tipos de withanólidos hallados

b)

c

d

v

V

en plantas, sus propiedades fisiológicas, su utilidad potencial en la

quimiotaxonomíay sus probables relaciones biogenéticas.

Los antecedentes sobre la sintesis de los anillos A y B y de la lac

tona en la cadena lateral de los vithanólidos.

El Lonistus breaislamiento e identificación de los vithanólidos del

viflorus. Se lograron identificar e. los siguientes vithanólidosl

1)

2
V

3)

V4

5)

jaborosalsctona A (l-oxo-ZT-hidrozi-S B ,63 -eponwitha-2,24—di

enólido)!

JaborosalactonaB (l-ozo.6 B ,27-dihidrozi-5 a -clorovitha-2,24

dienólido); .

ïithaferina A (l-ozo-4 ,8 ,27-dihidrozi-5B ,6 B -epozivitha-2,24
dienólido)!

2,3-dihidro-3-metoziwithaferina A (Ivan-:3 ,8 metoxi-4 B ,27-dihi

drozi-S B ,63 -epoxivitha-24-enólido) (producto artificial forma
do por adición de Michael del solvente de extracción, metanol, a

la withaferína A);

jaborosalactona D (acnistoferina) (l-oxe-S a ,6 B ,27-trihidroxi

witha-2,24-dienólido).

El estudio de los componentesprincipales del extracto de éter de pe

tróleo del Acnistus breviflorus! fueron aislados e identificadost

1) los hidrocarburos; la planta posee hidrocarburos lineales de 25, 27,
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29, 31 y 33 átomos de carbono, siendo el de 31 el componente mayori

tario!

2) las grasas; están constituidas por ácidos grasos saturados de 12,

14, 16, 18, 24 y 26 átomos de carbono e insaturados de 18 con 1, 2

y 3 insaturaciones y de 16, 21, 22 y 25 con una insaturación.

3) el insaponificable, del que fueron identificadosl campesterol, si

tosterol, fucosterol (o su isómeroisofucosterol), metilénlcfenol

y etilénlofenolt

4) los terpenost licoperseno (dihidrofitoeno) y escualeno.

5) los esteroleo libres! canpesteroi, sitosterol y estignasterol.

Las transformaciones funcionales efectuadas sobre algunos de los vitha

nólidos aislados! se efectuaron las siguientes reacciones:

1)

2)

hidrogenación de Iithaferina 18

oxidación de 2,3,24,25-tetrahidro-27-desozirithaferina A!

3) metozilación de uithaferina A!

4)

5)

6)

acetoxilación de 3-metozi-2,3-dihidroïithaferina A!

oxidación de vithaferina Al

formacióndel bisditiooetal de la 4-dehidrotithaferina AI

7)

8)

reducción del anterior con níquel Raneyy ulterior hidrogenación!

esterificación de la 4-dehidrovithaferina A)

9) deshidratación del diacetato de 1a jaborosalactona D3

10) hidrólisis del producto de la reacción anterior;

ll) ozidación_de jaborosalactona D!

12) apertura del epózido de la jaborosalactona A, a) con ácido sulfú

rico diluído; b) con ácido acético y posterior acetilaoión;

13) apertura del epózido de la 4-dehidrovithaferina A;

14) reducción de la vithaferina A con borohidruro de sodio en ausencia

y en presencia de la sal de un lantánido;

15) hidroxilación del diacetato de Jaborosalaotona D.
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Los productos obtenidos fueron, respectivamente!

r)

1) 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferina Ay 2,3,24,25-tetra.hidro

vithaferina A;

2) 1,4-dioxo-5B ,GB -epozívitha.nólidot

3) 2,3-dihicho-3-metoxivithaferina A!

4) 2 O.-acetozi-3B -metoxi-1-oxo-'4B ,27-dihidroxi-5 B ,6 ¡8 -epozi

witha-24-enólidol i

5) 4-dehidrowithaferina A!

6) l,4-bis-etilenditiocetal-5 B ,6B -epoxi-—27-etanotioltioéter-witha

2 ,24-d1 enólido 3

7) 5 a -witha-24-enólidog

8) 27-trifluoroacetaxi-4-dehidrovithaferina A;

9) l-oxo_-6,27-diacetoziwitha-2,5,24-trienólido y l-ozo-ó,27-diacetoxi

w1tha-2,6,24-trienólidoa

10) l-oxo-ó a y 6 B ,27-dihidroxivitha-2,4,24-trienólído;

11) 1,6-diozo-5 a ,27-dihidroxivitha-2,24-dienóndo;

12) a): jaboroealactona D (acniatoferina)!

b): producto 9;

1,4-diozo-5 B ,27-dihidrozi-6 o. -f1uorw1tha—2,24-dien611do;V13

14) 1 ,8 ,4 B ,27-trihidroxi-5 [3 ,63 -epoxivitha-24-enólidoi
1 a ',4 B ,27-tr1h1d1-oxi-5B ,6B —epoxi\.dtha-2,24-diienólido y

1 ,4 B ,27-trihidroxi-5 B ,6 B -epoxivitha-2,24-dienólido¡

15) 1-ozo-2 0 ,3 C1,50 -trihid.roxi-6 B ,27-diaoetoziwitha-24-enólido.

Las propiedades espectroscópicae (espectros de resonancia magaética

protónica. y masa) de los compuestos aislados de 1a. planta y de los

transformado e funcionalmente .
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Conclusiones.

Se deduce que aunque la funcionalidad química de los vithanólidcs es

muycompleja, es factible en algunos casos efectuar reacciones selectivas!

asi pueden ozidarse hidrozilos en posición 4 6 6 sin afectar al que se

encuentre en la posición 27! también puede reducirse el carbonilo de car

bono l sin afectar ni al anillo lactónioo, ni al epózido comoasi tampoco

a las dobles ligaduras. Tambiénes factible introducir nuevos grupos fun

cionales y aumentar la complejidad de la molécula. Las posiciones más

propicias al respecto son la 2 y la 3. Comoacotación final, queda abierto

un interesante interrogante y éste se refiere a cómose ha modificado la

actividad antioanoerígena de algunos withanólidoa con los cambios funciona

les introducidos.

WW
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