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CAPITULO 1

Introduccién.

Los withanélidos, descubiertos por primera vez no hace muchos afios,
constituyen un nuevo tipo-de productos naturales con estructura esteroi-

dal. Deben su nombre a la planta Withania somnfifera, donde fueron descu-

biertos los primeros constituyentes de ese nuevo grupo de compuestos es—
'teroidales(l).

Los withanélidos(z-s),se caracterizan por poseer una cadena lateral
de nueve atomos de carbono con una lactona de seis miembros formada por
los carbonos 22 a 26 (Figura 1). Se justifica inoluir en la estructura
general a los carbonos 27 ¥y 28 puesto que ambos se presentan en todos los
compuestos de ese tipo aislados desde 1966(6).

Puede oonsiderarse entonces a los withandlidos como compuestos oon
esqueleto b8sico de 28 carbonos, y desde un punto de vista biogenético,
como esteroides con cadena lateral del tipo del colestano pero, oxigenada

y oon un metilo extra en el carbono 24, tal ocomo se presenta en un ocierto

nimero de esteroles vegetales.

Figura 1. Estructura basica de los withandlidos.



los withandlidos han sido hallados en otras plantas del género

¥ithania, ademfs de la Withania somnife;g‘7-34) Y se encontraron también

en plantas de los géneros Acniatus(punalia)(35-41), Jaboroaa(42‘46)’
22325&(47’50)7 212223(51'52), 55183113(53-58) Yy Hicandra(59—65). Todas

ellas pertenecen a la familia Solanfcea si biem no en todas las Solanid-
ceas se encuentran fitoesterocides del grupo descrip&o(oomo sucede por

ejemplo con los géneros Capsicum y Solanum).

los withandlidos se encuentran principalmente en las hojas de los ve-
getales mencionados en primer término, pero en algunog casos fueron halla-
dos en rafoces, frutos y semillas. E1 contenido general de withandlidos
por peso seco de planta entera raras veces excede el 0,5%; en la mayoria
de los ocasos se encuentran en la centésima y ain milésima parte. Se puri-
fican por los métodos cromatogrificos usuales Yy, en algunos 0asos, DOX
cromatografia liquida de alta presién(66’67).

En la Figura 2 estin representadas las estruoturas de algumos witha-
ndlidos encontrados en la naturaleza. Se puede observar que a excepcidn
de los compuestos XII,XV y XVI, una de las caraoteristicas de los withané-
lidos es la preseﬁéia de una enona en el anillo A con el grupo ceto en
carbono 1 y el doble enlace entre los ocarbonos 2 y 3. Pocos withandlidos
tales como el XVI contienen en el anillo A un sistema ;8')’ insaturado.
Un hecho curioso se presenta en algunos withandolidos que poseen cloro
como el coppuesto VIII mientras en otxros casos(extrafdos de plantas del
género ggxsalie) se presentan modificaciones estructurales ya que los car—
bonos 18 y 20 se encuentran unidos mediante un &tomo de oxigeno (compues-
to VI). Son también interesantes para destacar el compuesto XIII que po-
see el anillo D de 6 miemhtros aromatizado y el XI que tiene.unidos los
carbonos 17T ¥y 24 a través de un &tomo de oxigeno.Es de notar que todos
ellos poseen siempre 28 carbonos y la cadena lateral estd orientada en 17[3

aunque se oonooen exoepoiones donde la orientacidn es 17a (X y x:).



C3084001

C28M35% A
OH withaonistina( 39)

OH withaferina A( 7,8,10-12,39)

(1) (1I)

A C,gH38% ( ) |
2 849,12 (35-37
OH withanolido D' "?7? OH 028H3807
( 11z ) (1v)

OH 0 C_.H,.0 (51) withafisalina A(53)

28738 5
(v) (vI)
Figura 2. Estructura de algunos withandélidos hallados en plantas.
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Aocidn fisioldgioca.

Desde el punto de vista fisioldgico, los withanélidos son compues—

(68-70) Yy son responsables de la activided farmacoldgica

tos citotoxicos
de algunas plantas en las que se encuentran. Asi, por ejemplo, las hojas

de Aonistus arborescens (L.) Schlecht y especies relacionadas se usaron

(11,72), 1,

durante muchos afios para tratar crecimientes cancerosos
extraotos aloohdlicos de esta planta presentan " in vitro "™ una conside-
rable actividad contra las células cancerosas (KB) de la nasofaringe huma-

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



withandlidos de ella aislados, withaferina A (I) y withacnistina (II)

mestran citetoxicidad en presencia de un cultivo de células KB a 2,8.10-l

y 1,7.10-1}Lg/m1 respectivamnente (DLSO)'
(38,39,73-76)

La withaferina A une a sus propiedades anticancerigenas

(77-81)

una aotividad bacteriostatica remarcable

(82,83)

y ademas tiene accidn

inmunosupresora
También se encontré que la withaferina A (I) y el withanélido D (IIX)

inhibian la formacién de RNA en el sarcoma 180 de células cancerosas a

una conocentracion de 40;1g/m1(84) . La withaferina A también inhibe la
(85) (86)

sintesis de proteinas Y el desarrollo de hongos e inversamente,

(87,88)

nucledéfilos bioldgicos y algunos microbilos actian sobre ella

Recientemente se evalué en forma mas extensa la actividad anticance-
rigena de la withaferina A investigando su accion ocontra el sarcoma 180,
el sarcoma negro, el carcinoma asc{tico de Erlich y el adenocarcinoma

(89)

e« También se ha informado que la daturalactona

(90,91)

mamario EOTT1l en ratas
(XIV) Y derivados poseen propiedades anticonceptivas
Con anterioridad a los trabajos en los que se determind la estructura
de los withandlidos, la medicina popular especialmente en la India y Sudd-
frica (92) atribuyd variadas propiedades fisioldgicas a los extractos

orudos de rafces y hojas de Withania somnifera (L.) Dunalia. Se habfan

atribuido propiedades sedativas, himdticas y antisépticas a estos extrac—

tos, pero Power y Salway (93)

que investigaron los componentes de la misma
no pudieron confirmar la existencia de tales propiedades fisiologicas.

Estos investigadores aislaron de las raices de plantas de Withania somni-

fera recolectadas en Suddfrica un compuesto al que llamaron withanol
(02533405) ¥y de las hojas otros dos compuestoss somnirol (03254607) y

somnitol (03334607).
(77-79)

En 1956 Kurup aislé de las hojas de Withania somnifera reco-




lectadas en Jamnagar (India) un compuesto de férmula 024H3006 descripto
como una lactona insaturada y que poseia una importante accion antibac-
teriane y que era diferente sin embargo de 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 Withania somnifera

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

de somnitol y de un nuevo compuesto designado withanona (024H3205). Fi-
nalmente Kohlmuenzer y Krupinska(95) hallaron en la misma planta una lac-
tona insaturada idéntice al compuesto de Kurup. Ninguna de las estructu-
ras de estos compuestos habia sido dilucidada en todos esos trabajos hasta

(1,10,11) estudiando la misma planta aislaron y

que Lavie y colaboradores
determinaron la estructura del principal compuesto al que designaron wi-
thaferina A (I) Y que parece ser la misma lactona aislada por Kurup si bien

este ultimo le adjudicé una férmula errdnea.

los withandlidos en la quimiotaxonomia.

De los trabajos mencionados anteriormente es obvio que especimenes de

Withania somnifera de distintas Areas contienen distintos compuestos. Este

resultado indica que las plantas pueden ser clasificadas en quimiotipos de

acuerdo a su contenido en withanélidos. Un trabajo de esta naturaleza fue

(19)

realizado por Lavie y colaboradores en un estudio quimiotaxonémico de

Withania somnifera (L.) Dun. recolectada en diferentes regiones de Israel

al efecto de determinar la posibilidad de cambios ontogenicos o de varia-
bilidad quimica de las especies.

As{ Withania somnifera, quimiotipo I, contiene predominantemente witha-

ferina A (aproximadamente 0,2% del peso de las hojas aecas); el quimiotipo
II contiene otro compuestos withanélido D; el quimiotipo I1I, en contraste
con los anteriores que tienen un escaso numero de laotonas esteroidales en

proporcidon significativa, tiene varias de ellas entre las cuales predomina



el withanélido E (X).

Se determind que ello no se debia a influencias eddficas ni tampooco a
cambios ontogénicos} estos Ultimos son sdlo cuantitativos ya que en la eta-
pa de méximo desarrollo vegetativo (aparicién de las primeras flores) hay
mayor concentracién de withandlidos en las hojas. Cabe destacar que los
distintos quimiotipos no presentan diferencias morfolégicas detectables.

La realizacién de polinizaciones reciprocas cruzadas entre plantas dei
mismo género y distinto quimiotipo condujo a la obtencidén de nuevos qui-
miotipos que en algunos casos biosintetizaban nuevos withandlidos no pre-
sentes en ninguna de las plantas progenitoras. Estos estudios permitieron
determinar hasta cierto punto, clales eran los caracteres genéticamente
recesivos y los dominantes que conducfan a los grupos funcioneles de los
withandlidos en cada quimiotipo y consecuentemente predecir la biosintesis
de un dado withandlido por polinizacion cruzada entre plantas de dos qui-
miotipos diferentes(3o-33).

Origen biosintético.

Bl origen biosintético de los withanélidoe no es ain del todo claro.

En un estudio biosintético preliminar ocon la planta Withania somnifera

ge ldentificaron los principales esteroles de esa planta} se detectaron
e identificaron campesterol, 24—metilcolesta—5,24—dien-3l3—01, sitosterol,
(96)

stigmasterol y 28-isofucosterol . También se identificaron cantidades
menores y variables de 24—metiléncolesterol (generalmente menos del 2% del
total de los esteroles). Dado que los withandlidos tienen un esqueleto de
28 adtomos de carbono, los esteroles tales como campesterol, 24-metil-co-
lesta-5,24-dien—3[3—ol Y 24-metiléncolesterol podrian consi@erarso como
precursores probables de los withandlidos si se supone que el camino bio-

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

lo menos hesta llegar a la etapa de 4—desmetilesterol.
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Por otra parte se lograron hacer cultivos " in vitro " de yemas de

Withania somnifera aunque estas no biosintetizaron withanélidoe pues no

se los aisld en cantidad deiectable} sin embargo si se aislaron de dichos
cultivos cantidades ocomparativamente grandes de 24-metiléncolesterol(97).
Esto es significativo puesto que la acumulacién de 24-metiléncolesterol al
no ocurrir la biosintesis de withandélidos puede deberse a su papel como
estercl precursor de withandlidos.

Esta hipotesis quedd demostrada con la incorporacidn de 3H en withafe-
rina A y withandlido D a partir de 24-metiléncolesterol (28—3H)(98).

Como no se observa marcacion oon tritio en los withanélidoe aislados de

Withania somnifera inoculada con 24(RS)-24-meti1oolesterol(28-3ﬂ) (o sea

una megcla de campesterol 28—3H ¥y dihidrobrasicasterol 28-3H), el campes-
terol deber{a descartarse como precursor de withandlidos (98).

Se hicieron también otras experiencias para determinar si otros 4-des-
metilesteroles estaban involucrados en la biosintesis de withandélidos.los
trabajos efectuados para investigar la intermediacién de 24-metilcolestae-

5,24~dien-3[3-0l arrojaron resultados confusos; no se enoontré marcacidén

de tritio en withandlidos aislados de Withania somnifera a la que se ad-

ministré 24-metilcolesta-5,24-dien-3/3-0l (28—3H) pero sin embargo se ob-
servé una gran pérdida de tritio del esterol administrado luego de su re-

(98)

aislamiento de la planta » Por tanto no puede descartarse totalmente a
este esterol como posible preoursor de withanélidos(98). En la Figura 3
se encuentra resumido el resultado de estos estudios blosintéticos.

En un mismo experimento y con fines de comparacidén se administrd a

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

y 3-(Rs)-mevalonolactona (2-14c) y es interesante sefialar que la relacién
de radioactividad 33/ 14c, que es una medida de la incorporacidén relativa

al esterol de la mevalonolactona, no fue idéntica para withanélido P (III)
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Figgga 3. Resultados de los estudios de biosintesis de withanélidos con

esteroles tritiados.

y withaferina A (I) 8ino que fue significativamente mayor para el primero(98).
Esto puede admitir variadas 1nterpretaciones-com6 lo sefialan los autores
del trabajos a) Puede representar una compartimentalizacidn de los sitios
de biosintesis o bien de las reservas de precursores de los dos withand-
lidos.

b) Podria ser debido a diferentes efectos isotdpicos en los
pasos biosintéticos que conducen a la withaferina A y el withanélido D.

Por otra parte, Begley y colaboradores(60’63)

Presentaron un esquema
hipotético que se aprecia en la Figura 4 relacionando biogenéticamente a

withanolidos y a otros esteroides como el Nic.-1l7 (XX) obtenidos de Nican-
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dra physaloides. El esquema representa correlaciones entre withandlidos

¥y con el 24-metiléncolesterol.

24-metiléncolesterol

Nio ~ 1 (XIII)

(pdgs 5)

Nic - 11 (XI)

(pég. 4)

I
o I JTYT
Okil NN OH
0

Nie - 17 (xx)

Figura 4. Posible relacidn biogenética entre withandlidos y otros

ensteroides.
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La posibilidad de introducir en el Nic-3 (XVII) dos grupos epdxido
sobre dos dobles ligaduras parece ser un hecho que no necesita una ex-
plicacidn especial ya que el vegetal contiene enzimas capaces de epoxi-
dar uniones dobles aisladas(99). No se descarta que Nio-1ll (XI) se for-
me a partir de Nio-2 (XVIII) por el reordenamiento intramolecular de los
grupos 24,25 epoxi y 17[3hidroxi(64).

Por otra parte, en la planta Datura stramonium el predecesor directo

de los withandlidos podria ser el campesterol a la par que sitosterol y
stigmasterol, enoontrados en las hojas del mismo vegeta1(49).

Las fisalinas(loo) (Figura 5) estan biogenéticamente relacionadas con
los withanolidos pues podrian provenir de estos por una ruptura oxidativa
del enlace entre los ocarbonos 13 y 14 seguida por la formacidn de un ciclo
de 6 miembros entre los carbonos 16 y 24 y por oxidacidén del metilo del
carbono 13 a Acido carboxilico y posterior lactonizacidn entre los carbo-

(100) (53)’

nos 18 y 20 . Las withafisalinas {withandlidos de Physalis minima

como el compuesto VI), parecen ser estados bilogenéticos intermedios entre

los withandlidos " normales " y las fisalinas.Al menos esto puede inferir-
se del hecho de que la fisalina B (XXIII), en proporcién mayoritaria, oco-

exista en la planta conjuntamente con withandlidos (withafisalinas), que

8e encuentran en proporciodn minoritaria(53)
14, (101)

Yy de los estudios efectuados
con withandlidos marcados oon

Queda ain la incégnita de la existencia de glicédsidos de withandlidos.

(21)

Conzdlez y colaboradores lograron aislar de Withania aristata, Paug.,

mezclada con el [B—D-glucésido del sitosterol, a otro glicédsido que por
hidrdlisis &cida y separacidén cromatogriafica permitidé aislar al l1a 140 -
dihidroxi-22 R-witha-5,24—diendlido (XV). Sin embargo no se llegé a deter—
minar en este trabajo el resto de aziocar ni las constantes fisicoquimicas

del glicédsido.



withandlido E ~—> ——3 withafisalina A

(x) (v1)
(pig. 4) (pdg. 3 )
withafisalina B l

(xx1)

fisalina C (XXIV) 58,6 3- epoxifisalina B (XXV)

Pigura 5. Probable relacidn biogenética entre los withanélidos y las

fisalinas.
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CAPITULO 2

Sintesis de los withandlidos.

La sintesis de los withandlidos se ha encarado parcialmente y de dos
maneras $
1) construccidén del anillo lactdénico de la cadena lateralj;
2) funcionalizacidén del sistema tetraciclico del esteroide.

Cabe destacar que hasta el presente no se ha efectuado una sintesis
total de los withanélidos.

En la construccidn del anillo lactdénico efectuada por Gonzalez y cola-

(102)

boradores la sustancia de partida es el conocido bisnorcolenaldehido
acetilado XIVI(IOB) (Figura 6). Por condensacién del mismo con acetona a
temperatura ambiente con hidréxido de sodio en éter etilico (sistema hete-
rogéneo) se obtuvo una mezcla de una cetona insaturada XXVII y un cetoal-
cohol XXVIII; este ultimo se separd, acetild y condensdé con bromopropionato
de etilo dando el éster XXIX. La saponificacion parcial del éster con hi-
drdxido de sodio en metanol a temperatura ambiente (en esas condiciones
sdlo se saponifican los hidroxilos secundarios) ¥ posterior tratamiento de
la solucidén metandlica oon dcido clorhidrico a 60° condujo a la formacidn
de la lactona XXX.

Otra sintesis del anillo lactdnico fue efectuada por Ikekawa Yy colabo-

(104),

radores $ se basa en la formacidén de un enidn a partir de los ésteres
o ,B insaturados XXXI y XXXV que por condensacidn alddélica exclusivamente
en posicién-y reacclona con un aldehido esteroidal XXXII para formar las
lactonas esteroidales XXXIII y XXXVI respectivamente (Figura 7). Las lacto-
nas XXXIII y XXXVI tienen idéntica estructura que las de la ca@ena lateral

de los withandlidos excepto por la estereoquimica del carbono 22.
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( xxvII ) ( xxvIII )
AcO
a; R°'= H

b3 R’°= Ag

OAC O
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R
HO ( xxx ) ( XXIX )

Pigura 6. Sintesis del anillo lacténico de los withandlidos.
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Figura 7. Sintesis del anillo laoténico de los withandlidos,
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Por otra parte, la funoionalizacién del sistema tetraciolico fue in-
tentada independientemente por distintos grupos de investigadorea(los-llo).
Lavie y colaboradores realizaron la secuencia de reacociones indiocada en
la Figure 8. las materias primas fueron trest colesterol (a), 17‘3—aceto—
xiandrostano (b) y 20 3-acetoxipregnano (c). En las tres series se reali-
zaron las mismas reacciones con resultados similares. En primer término se
oxidd el esteroide con 2,3-dicloro-5,6-diociano-benzoquinona, lﬁego se epo-
xid6 e hidrogend selectivamente} se provood la apertura reductiva del
epdxido y se formé otro epdxido sobre la doble ligadura restante. En la
acetilacidén siguienmte el epéxido orientado en & , incrementa el impedi-
mento para el acercamiento del reactivo al hidroxilo 14, conduciendo asi
a una acetilacidén selectiva del hidroxilo 3Ot . La oxidacidén y eliminacidn
de acido acético condujo a la enona XIV, la cual por apertura del epéxido,
acetilacidn, deshidratacién y tratamiento con acido perbenzoico formé dos
epéxidos que fueron separados para aislar al de configuraocién deseada (XLIX).
Finalmente por una hidrdlisis en condiciones FuaVes se obtuvo el compuesto
L (en cada una de las tres series) que posee el miesmo esquema de sustitu-
cién en los anillos A ¥ B que la withaferina A, withandlido D y varios
otros compuestos con ellos relacionados. Alternativamente si se realiza

primero la hidrélisis del compuesto XLVII y luego la epoxidacién, sélo se

obtiene el deseado compuesto L.

También Lavie y colaboradores funcionalizaron los anillos A y B de de-
rivados del colestano (a) y 17(3-acetoxiandrostano (b) coﬁ el objeto de
preparar sistemas estructuralmente similares a los de jaborosalactona A y
withanélidos relacionados(42)que no poseen funcién oxigenada en carbono 4.
La sintesis se inicié en el compuesto XLI o bien se comenzé con el compues-

to IV que se obtiene por hidrolisis del XLIII de la sintesis anteriore



H OH
(11) (1)

1s DDQ Ts A620, pir.
-1 23 NaOH 10%, MeOH, B0, 83 Cro,
B 3t B, Pd/CO3ca, benoeno 91 41,0,

4s 1iA1H 103 80 H_ , AcOH

4 42
58 ArCO,H 11s €1,S0
Ac 68 hc,0, pimv , C1,CH 123 (leO)zBa, ¥eOH -

s

FPigura 8. Sintesis parcial de withandlidos.
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En la Figura 9 se aprecia que la secuenoia de reacciones sfectuade es and-—
loga a la anterior. La deshidratacién del alcohol terciario en IVII condu-—
jo a dos isdémeros en proporcidén 231, de los cuales el minoritario es el de
interés. Una vez aislado el compuesto LIX, se yprepararon dos epdxidos con
acido perbenzoico, en Proporcion 211 (G-tﬁ?). Nuevamente el minoritario([})
es ol de interés pues posee el mismo esquema de sustitucidn que la jaboro-
salactona A. Por separaoidn ciomatogréfica de la mezcla se obtuvo el com-
puesto LXI puro.

(105’106)informaron acerca de la sintesis del

Ikekawa y colaboradores
compuesto L—a (derivado del colesterol y el mismo que sintetizara Lavie
et al. en la serie a ), cuyas caracteristicas estructurales son el epé-
xido, el anillo A de tipo semiquinoide, como asi también la lactona en la
cadena lateral. Se ha visto que esta funcionalidad ee importante para la

(111). Es interesan-

actividad antitumoral de varias clases de terpenoides
te sefialar que el compuesto L~a presenta también un efecto inhibitorio
contra el crecimiento del tumor ascitico sarcoma 180.

El compuesto de partida fue el LIII(112); tratado con hidrazina, lao,f3
epoxicetona se transformé en un alcohol alilico que por oxidacién condujo
a la enona LXIII. Posterior hidrélisis y deshidratacidén del aleohol re-
sultante dio lugar a LIX-a. Bste ultimo pudo ser preperado también mis con-
venientemente partiendo de 1(1—hidroxicolesterol(113-116)(LXIV) por aceti-
lacién selectiva del hidroxilo de carbono 3, oxidacién del hidroxilo de
carbono 1 a cetona y desacetilacidén. Con &cido metacloroperbenzoico se lo-
gré epoxidar selectivamente el doble enlace entre los carbonos 5 y 6 aunque
obteniendo una mezcla del 50,6 y 53,65 epéxido en relacidn 31l. Sepa-
rados ambos de la mezcla se realizé la apertura hidrolitica del epdxido
5[3,6‘3 (1XI~a) con &cido perclérico. El diol LXVI resultante se mesildé y

transformé en el epdéxido 50,60 (1X-a) con bicarbonato de sodio. De esta

manera se logré obtener una cantidad ain mayor del epéxido mayoritario de
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Figura 9. Sintesis parcial de withanélidos.
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la mezcla obtenida con acido metacloroperbenzoico. La apertura del epdxi-
do LX-a con hidrdxido de sodio dio lugar al compuesto IXVII que se mesild
y transformé en un diol (LXVIII) con tetréxido de osmio. Por eliminacidn
del grupo mesilato con hidrdxido de sodio se logré obtener al andlogo de

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

1
7
0 ! ! 3 0
f H \4\ =
OAc OAc
QH(LIII) -QH(I.XIII)
' ' 2 (LIX-3)
[ i } 5, [ i T 5
~2>
HO AcO
(1xIv) (1xv) 6
3 +
(xvip), | o’ (1XI-a)
8,10l OH (1x-a) 7
0 o oV M
' (LXVIII) (LXVI) OH
OH Ms ' OH
n l 1s B8, 61 n—C1-Ar—CO,H
28 Cr04,50,H, 7+ C10,H, THF
0 33 HONa,dioxano, 8t ClMgs
agua, ot l!aECOB, Pirid.
43 POCly, Pirid. 10s 0s0,, Pirid. y
0 (1a) 5¢ 40,0, AcOH luego SO,Nal
H 11s HONa, Pirid,70°

Figura 10. Sintesis parocial de withandlidos.
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CAPITULO 3

DESCRIPCION Y DISCUSION DE 10S RESULTADOS OBTENIDOS.

a. ALCANCES Y ANTECEDENTES DEL TRABAJO EFECTUADO.

La planta estudiada en el presente trabajo es la Acnistus breviflorus

(Griseb.) también caracterizada como Dunalia treviflorus. Se la conoce

cominmente por Candelilla o Ischivil. Béta Planta crece en la parte este

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

rrientes y en la regidén selvatica de Salta, Jujuy, Tucuman y Catamarca.
La que se empleé fue recolectada en Tucuman. Una descripcion de la

planta con el nombre de Acnistus 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, azicaresg, saponinas, cerasy resinas Yy grasas. Se determiné tam-
bién la proporcidn de residuo seco de extractos alcohdlicos, etéreos y de
éter de petrdleo, asi como de sus respectivas proporciones en resinas, ce-
ras, celulosa, etc. También se efectud un anilisis quimico de cenizas re-
siduales; pero en ninglin caso se determind estructura alguna de los com-
ponentes de la planta ya sean estos alcaloides o esteroides y sdlo se
1llegd a las siguientes mas importantes conclusioness
a) los compuestos predominantes de la planta'son:las resinas;
b) tiene bases orginicas (en proporcién del 0,2 al 0,5% sobre hoja seca)s
¢) tiene un alto porocentaje de cenizas totales.

Se eligidé esta planta porque se sabia que contenie withandlidos, ya

(41)

que Julianl y colaboradores la investigaron con el unico objeto de
aislar de ella withaferina A (a la que se identificé por sus propiedades
fisicas ya publicadas previamente en literatura). También hicieron lo

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

asimismo que el contenido de withaferina A varia con la época de reco-



leccidn de las hojas; asi por ejemplo en el Acnistus btreviflorus (Griseb)

(proveniente de Termas de Reyes, Jujuy ), el oontenido es mayor en mues-
tras recolectadas en noviembre que en aquellas obtenidas a fines de fe-
brero.

En el trabajo que se detalla a continuacion se encaré el aislamiento
de los principales withandlidos presentes en esta planta, su identifica-
cidén y el estudio de algunas reacciones quimicas tendientes a lograr la
transformacidén sintética de los grupos funcionales de los anillos A y B.
Estas modificaciones estaban encaminadas a la conversidn del sistema pre-
sente en withandélidos en el mas sencillo existente en otros grupos de pro-
ductos esteroidales. Ademds como contribucidn al estudio fitoquimioco del

Aonistus btreviflorus se estudié su composicidén en hidrocarburos, grasas y

esteroles.
b. DESCRIPCION DE RESULTADOS - PARTE 1 - ESTUDIC FITOQUIMICO.

Alslamiento y caracterizacidon de withandlidos del Acnistus breviflorus.

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

los meses de agosto y diciembre. Se trabajé con la parte aérea entera de la
plant; ¥ por otra parte exclusivamente con las hojas, no encontrandose di-
ferencias significativas en cuanto a la proporcién de los distintos witha-
nélidos en ella presentes. Planta secada a la sombra, a temperatura ambien-
te, se molid y extrajo en un Soxhlet durante cinco dfae con metanol. El
extracto metandlico se concentrd, se le agregd agua (volimenes iguales) y
extrajo a su vez varias veces con éter de petrdleo para desengrasarlo. El
extracto de éter de petrdleo se reservé para su posterior eatu&io tal oomo
se verd mis adelante. La solucidén metandlico-acuosa restante, se reextrajo
exhaustivamente con éter etilico. lLa solucidén etérea se secd sobre sulfato
de sodio anhidro y evapord a sequedad obteniéndose un residuo sdlido verde
oscuro. El residuo fue cromatografiado en columna de silicagel. Se comenzé

la elucidén con cloruro de metileno3 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-
cromatografia y posteriores recristalizaciones permitieron aislar un este-
roide A. Con cloruro de metilend—Z% de metanocl se eluyd un esteroide B.
Con cloruro de metileno 2,5% de metanol se eluyeron dos esteroidess C y D.
Ambos esteroides se obtuvieron juntos en una primera cromatografia en co-
lumna y fue necesario separarlos por recromatografia y purificarlos por
sucesivas recristalizaciones. Por elucidon con cloruro de metileno-3,5 y
4% de metanol se aisld otro esteroide E que se purificéd por recristali-
zacidn.

Estudio estructural de los withandlidos aislados.

Esteroide A.

Las diferencias mas significativas en el espectro de RMP de este esteroi-
de con respecto al de la withaferina A patron erant
a) ausencia de una sefial a 3,75 ppm;
b) aumento del mimero de particiones en las sefiales de los protones vinfi-
licos y desplazamiento de las mismas}
c) desplazamiento de la seflal del metilo de carbono 19.

Como no habian sefiales nuevas (ver Tabla XVIII, p. 113) el compuesto
A debia ser méds simple que la withaferina A. El aﬁélisis con modelos mole-
culares demostrd que si a la withaferina A se le quitaba el hidroxilo de
carbono 4, el hidrégeno que lo reemplazaba (éon érientaciénlg ) se dispon-
drfa en un dngulo de casi 90° con el de carbono 2 por lo que habria par-
ticidn alilica entre ambos y la sefial del Ultimo seria un doble doblete,
contrariamente a lo que sucede con el otro hidrdgeno de carbono 4 (oon
orientacién a ) que estd casi en el mismo plano que el hidrégeno de carbo-
no 2. Ademids el hidrdgeno de carbono 3 deberia dar por sefial un doble do-
ble doblete al haber un protdén mds en el carbono 4, vecinal, como se ob—
servaba en el espectro de la withaferina A. Como el resto de las sefiales

eran idéntiocas, se dedujo que la lnica diferencia entre ambos debia ser
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el hidroxilo de carbono 4. El espectro de masa confirmé esta presuncidn
al indicar un peso moleculer para el esteroide A de 16 unidades de masa
menos que el de la withaferina A (ver pig. 135)

Investigando en literatura por comparacion con las propiedades fisi-
cas y quimicas del esteroide A, se concluyé que este ya habia sido des-
cripto con el nombre de jaborosalactona A(43’44)-(LXIX-Figura 11-).

Esteroide B.

E)l espectro de RMP del compuesto B acetilado presentaba las siguientes
caracteristicas?

a) ausencia de la sefial del protdén de carbono 6 a 3,2 ppm, que como se
vio antes, indica que la molécula no posee un epéxido en posiciédn 5‘3,
683 3

b) ausencia de la sefial del protén O en carbono 4 a 4,6 ppm;

c) presencia de dos metilos de acetatos}

d) las sefiales de los protones olefifnicos tienen el mismo esquema de par-
ticidén que los de la jaborosalactona A3}

e) aparicidén de una nueva sefial a 5,2 ppm probablemente relacionada ocon
algun grupo acetato vecino.

Bl anillo lacténico en cadena lateral es idéntico al de la withaferi-
na A y los otros withandlidos de la planta pqest9 que en sus espeotros de
BMP y masa aparecen las mismas seflales ¢ iones respectivamente debidos a
la lactona, que en aguellos. Todos los hidroxilos del esteroide B son ace-
tilables, puesto que luego de acetilar no aparecen bandas de absorcién de-
bidas a grupos hidroxilo en su espectro IR; ademis, dado que la diferencia
de masa entre el esteroide acetilado y el que no lo esta es de 84 unidades
de masa, esto indica que la molécula s6lo posee dos hidroxilos. El dato
clave lo proporciond el espectro de masas el ion molecular no es unioo}

hay dos picos, uno de m/e = 490 y otro de m/e = 492 siendo la intensidad
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del primero aproximadamente tres veces mayor que la del segundo. Ademds
hay una pérdida de 36 unidndes de masa respecto al de m/e = 490 (m/e = 454,
10,92% ) que corresponde a pérdide de 4cido clorhidrico. Esto indice cla-
ramente la presencia de un dtomo de cloro en la molécula. Efectuado tam-
bién el test de Beilstein, éste dio positivo. Investigando en literatura
se encontréd que se habian descubierto hasta e¢l presente sdlo tres witha-
nélidos cloradoss el 6 & —cloro~4 3 , 53 , 27-trihidroxi-l-oxo-22R-witha-

2,24-diendlido (hallado en la Withania frutescens)(zz) Yy de peso molecular

506, la jaborosalactona € (l-oxo-5 (3 , 27-dihidroxi-6 Q@ =-cloro-22R-witha-
2,24-dienélido) (VIII) de peso molecular 490 y ;n solo hidroxilo acetila-
ble(42), y la Jjaborosalactona E (1l-oxo-6 [3,27—dihidroxi-5(1 ~cloro-22R-
witha-2,24-dienélido) de peso molecular 490 y dos hidroxilos acetilables(42).

los dos ultimos fueron desocubiertos en la planta Jaborosa integrifolia

recolectada en el Paraguay. Los datos fisicos y quimicos del esteroide B

hallado en el Acnistus breviflorus coinciden (asi como los de su derivado

acetilado) con los de la jaborosalactona E (LXXII-Figura 11).

Esteroide C.

El esteroide C se identificdé como withaferina A (I) (previamente aislada

del Acnistus breviflorus por Juliani y colaboradores(4l)) comparando sus

propiedades fisiocas y qufmicas contra las de una muestra patrdn.

Esteroide De.

El esteroide D presentaba en su espectro de RMP una sefial a 3,3 ppm carac-
teristica de un metilo unido a un oxigeno y ademds no tenia hidrdgenos ole-
finioos. Investigando en literatura se encontré un compuesto de caracteris-
ticas semejantes obtenido como producto artificial por adicidn de Michael

(10,39)

del solvente de extraccidén (metanol) a la withaferina A - Se corro-

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

ral puesto que cuando se reemplazd al metanol por etanol como solvente de
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extraccién no se pudo encontrar al mencionado esteroide D. Las propieda-
des fisicas y quimiocas de este esteroide coincidieron pues con las des-
criptas para el 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A& (ILXX-Figura 11).

Esteroide E.

El esteroide E acetilado (para solubilizarlo en 0013D) presentaba las si-
guientes caragteristicas en su espectro de RMP (ver Tabla XVIII, pig. 114)
a) ausenoia de la sefial del protdén de carbono 6 a 3,2 ppm caracteristica
de los sistemas 5 (3 ,6 3 epoxij;
b) presencia de dos metilos de acetatos (lo que indica que posee dos hidro-
xilos no terciarios)j
c) ausencia de la sefial del protén o en carbono 4 a 4,6 ppm que en oambio
aparece en el espectro de la withaferina A acetiladas
d) las sefiales de los protones olefinicos tienen el mismo tipo de particion
que los de la Jjaborosalactona A indicando claramente la ausencia de hidro-
xilo en carbono 43
e) aparicién de una nueva sefial a 4,8 ppm tal vez relacionada con un grupo
acetato vecino.

El anillo lacténico 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 sefiales debidas a éste indicando que uno de los hidroxilos ace-
tilados es el de carbono 27. ‘

Los hidrégenos unidos a los carbonos 27,28,18,21 y 22 aparecen a los
mismos valores de & que en aquellos casos (Tabla XVIII).

El espectro de masa del esteroide E indica un.peso molecular de 472
( pag. 136 ). Entre los iones mds importantes se encuentra uno a mfe = 141
que ocorresponde al anillo lactdénico y que reafirma que éste es andlogo al
de la jaborosalactona A y al de la withaferina A pues también ese ion esta
presente en sus respectivos espectros de masa.(Figura 49 ,pig. 130 ). El

ion de m/e = 331 corresponde a la pérdida de dicha lactona (l+ - 141 )
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confirmando nuevamente que ésta es estructuralmente idéntica a la de los
otros withandlidos de la planta. El mioroandlisis arrojo una férmula
c28H4006° Como tres dtomos de ox{geno se encuentran en la lactona (uno de
ellos de un hidroxilo alilico acetilable) y un cuarto oxigeno pertenece al
carbonilo del anillo A, la molécula debe poseer otros dos hidroxilos uno
de los cuales es aoetilable; el sexto oxigeno debe pertenecer a un hidro-
xilo terciario no acetilable.

Por otra parte, el espectro infrarrojo de este withandélido acetilado
presenta una baﬁda debida a tension O-H de un hidroxilo. Partiendo de la
base de que todos los withandlidos de la planta deben tener necesariamen-
te el mismo origen biosintético, se pensd que este withandlido era deriva-
do de la jaborosalactona A por ruptura hidroxilativa del epdxido de modo
de ubicar dos hidroxilos en los carbonos 5 y 6. Ademds estos grupos hi-
droxilos deberfan tener una configuracién trans di-axial debido a su re-
ticencia a formar un derivado isopropilidénico por tratamiento con aceto-
na en diferentes condiciones.

Por dltimo, las sefiales de H-2, H-3, H~6 ¥y OH3-19 en el espectro de
RMP de este compuesto concuerdan ocon la de otros withandlidos con una dis-
posicidén 50,6 3 dihid.roxi(sz). La estructura de este withandlido- que en
un primer momento fue bautizado como acnistoferiqa- fue confirmada por
transformacidn sintética a partir de la jaborosalactona A. Por tratamien-
to de ésta con dcido sulfurico se obtuvo por reaccidén cuantitativa (aper-
tura hidrolitica del epdxido) un producto de idénticas propiedades que el
natural.

Finalmente se enoontré en literatura que el compuesto estaba descrip-

to con la denominacién de jaborosalactona D (LXXI- Figura 11)(4).
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Figura 1]. Withandlidos aislados del Aonistus breviflorus.




Estudio del extracto de 8ter de petrbleo del Aonistus breviflorus

El residuo de la extraccidn con eter de petrdleo se sembrd en forma
de pastilla en una columna cromatogréfica de silicagel y ésta se eluyd
con solvente de polaridad creciente segun se indica en Parte Experimental
(pég.l7l ). Las primeras fracciones obtenidas, incoloras,eran mezolas de
hidrocarburos que recristalizadas de benceno-etanol fueron analizadas por
cromatografia gaseosa—espeétrometria de masa. Los datos respecto a la com-~
posicién 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 itomos de carbono siendo el hentriacon-
tano el componente mayoritario. Curiosamente es también alta la proporciédn
de hidrocarburos ramificados de 31 carbonos con metilos en posicidon 2 o 4.
En la Tabla II estan tabulados los espectros de masa de cada uno de los
hidrocarburos separados por cromatografia gaseosa.

Con éter de petréleo-benceno (3t1) se obtuvieron en las fracciones 14-
32 residuos anaranjados que al ser iguales entre si segun occd, se juntaron,
reoristalizaron de acetato de etile y analizaron por RNP e IR (Tablas I1X
y IV). Estas fracciones se descomponen con el tiempo pues la cod efectua-
da al recoger dichas fracciones y las efectuadas dias después no coincidie-
ron en el numero de manchas siendo mas en el ultimo caso; Por analisis de
sus espectros parecen hidrocarburos altamente insaturados (carotenoides)
los que no fueron estudiados en detalle.

También con éter de petréleo-benceno se eluyeron de la columna, grasas
Y ceras. Las grasas obtenidas se separaron por oed preparativa en dos ban-
das que se denomimaron A y B} ambas se reflujaron por separado en solucidn
alcohdlica de hidréxido de potasio. Al tdrmino de la reaccién se agregéd
agua y extrajo con éter etflico; las fases organicas que contienen al in-

saponificable fueron evaporadas y analiszadas por cromatografia gaseosa.
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Dado que la mezcla era muy compleja fue necesario, al disponer de una pe-
quefia cantidad de insaponificable, juntar los insaponificables A y B y
efectuar con la mezcla una separacion previa por ood preparativa y aislar
as{ seis bandas principales en cantidades relativamente significativas.
Estas bandas fueron luego analizadas por cromatografia gaseosa-espectro-
netria de masa. La banda n° 1 (la de menor Rf) era una mezcla de treé com-
puestos que analizados por el espectrdmetro de masa con el auxilio de una
computadora ¥y por comparacién con espeotros grabados en una cinta magnéti-
ca se determinaron inequi¥ocamente como campesterol (IXXIII), sitosterol
(LXXIV) y fucosterol (LXXV) (o su isémero, el isofucosterol) (Figuras 13 a
y 14). La banda n° 2 era una mezcla de cuatro compuestos segin el cromatd—
grafo de gases. No se pudo determinar la estructura del de menor tiempo de
retencién por cuanto estaba impurificado ocon el compuesto mayoritario de la
mezclaj este dltimo resulté ser, por comparacién efectuada por la computa-
dora de su espectro de masa con los grabados en una ointa magnética, el 24-
metilénlofenol (LXXVI), un 4 Q metil esterol (Figuras 13 b y 14). De igual
manera se determiné que el tercer compuesto era el 24-etilénlofenol (LXXVII)
(Figuras 13 b y 14). El cuarto compuesto segin el estudio de su espectro de
masa parece ser un isémero del etilénlofenol pero con la doble ligadura en
cadena lateral ubicada en distinta posicidne

Con respecto a las otras cuatro bandas desorbidas en la cromatografia
preparativa del insaponificable, no se pudo determinar la estructura de los
compuestos Que las integran dado que sus especiros de masa no aportan da-
tos suficientes para determinarlaj s6lo en un caso se pudo establecer fe-
hacientemente 1la estructura de una sustancia perteneciente a la banda n® 43
se trataba del licoperseno (o dihidrofitoeno) (LIXIX), precursor de caro-
tenoides (Figura 15). Sélo se puede egregar que los compuestos cuyas es-
truoturas no pudieron ser determinadas por este método, parecen ser este~

roles, terpenocs Yy terpenoles.
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183

194

208

227

Pigura 12. Cromatograma de hidrocarburos del Acnistus breviflorus.
2ABLA I (ver cromatograma Figura 12)

Hidroocarburos hallados en el Aonistus treviflorus

025352 pentaeicosano (normal) ? (pico 56)
026354 hexaeicosano (nermal) ? (pico 76)
027H56 heptaeicosanc (normal) (pico 99)
CZBHSB octaeicosano (normal) ? (pico 117)
029360 nonacosano (normal) (pico 139)
ngﬂdo (ramificado) ? (pico 155)
Gy Bes 4-metiltriacontano : (pico 178) .
031H6 " hentriacontano (normal) (pico 183)
°3136 a. dimetilnonacosano ? (pico 194)
033368 4-metildotriacontano ¢ (pico 208)
033H68 tritriacontano ramif. ? (pico 227)

Notas los eignos ? se emplean en los casos en que el ion molecular no fue
detectado y/o el espectro de masa exclusivamente mo fue dtil para deter-

minar la estructura.



TABLA II

Espeotros de masa de los hidrocarburos ramificados del Acnistus breviflorus

(ver oromatograma Figura 12 )

Pico 155 (029H60 ?) Pico 178 (4-metiltriacontanoc)

sl % a/e 2

43 65 43 11

57 100 57 100

7 60 71 99

85 39 85 69

99 12 99 24

113 10 113 18

127 8 127 12

141 T 141 10

211 1,8 155 9
169 1
183 6

Pico 194 (dimetilnonacosano ?7) 197 5

nfe % 281 2

43 47 393 2,5

57 100 436 1,3

p! 63

85 41

99 17

113 11

127 9

141 8

155 7

169 5

183 4

197 3

421 16
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TABLA IT (Contimuacidn)

Pico 227 (tritriacontano Pico 208 (4-metildotriacontano ?)
ramificado ?) n/e %
n/e % 43 51
43 52 57 100
57 100 11 63
11 61 85 43
85 40 99 18
99 15 113 12
113 11 127 9
127 9 141 8
141 8 155 6
155 T 169 4
169 6 183 3
449 (M-15) 8,3 421 5,7
TABLA III TABLA IV
Espectro IR de residuo Espectro de RMP del residuo de fracoiones 14-32
de fracciones 14-32 Desplazamiento quimico Asignacidén tentativa
2.820 cm T (unidades de § )
1.730 cn-l 0,93 (s) ancho metilos
1.460 em ™t 1,28 (s) metilenos
-1
1.380 cm - 240 (8) ancho (cgé-c=0)
1.170 om™*
246 - 3,0 (m)
-1
805 cm-l 5,4 (s) ancho (c=c-H)
732 cm
-1

7122 em



'\

PFigura 13-a. Cromatograma del insaponifioable de banda 1.

Figura 13-b. Cromatograma del insaponificable de banda 2.
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HO HO
Campesterol Sitosterol
( LXXTII) (1xx1IV)
HO 0]
Fucosterol H i 24-metilénlofenol
(Lxxv) (1xxv1)
N
HO HO
E 24-etilénlofenol stigmasterol
(LXXVII) (LXXVIIZI)

Figura 14. Esteroles identificados en el Acnigtus breviflorus



licoperseno (dihidrofitoeno) (LXXIX)

escualeno —(LXXX)

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

Las fases acuosa alcalinas resultantes de la saponificacidén de las
grasas se acidificaron con acido clorhidrico y extrajeron varias veces
con éter etilico obteniéndose en esta fase organica los acidos grasosj
estos se convirtieron luego en sus ésteres metilicos por tratamiento
con diazometano.los dcidos grasos metilados se separaron por cromato—
grafia gaseosa y se compararon sus tiempos de retencién con los corres-—
pondientes a sustancias patrones de ésteres metilicos de dcidos grasos
saturados (Tablas VII y VIII- Figura 16) asignando de esta manera algu-
nos de los picos de los cromatogramas de los &cidos grasos; graficando -
loe logaritmos de los tiempos de retencidén versus el mimero de atomos
de carbono de una serie homéloga (ver Figura 17) se logré la asignacidn
casi completa de los picos cuyos tiempos de retencidén se alinean sobre
la recta. Para verificar fehacientemente la identidad de los &cidos gra-
sos insaturados cuya presencia fue detectada en el espectro de RMP (Tabla
VI) se cromatografiaron patrones de acidos grasos insaturados (Pigura 16)

y ademas se procedié a la hidrogenacién de los ésteres metilicos A y B
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que también se analizaron por ogl (Figuras 18-20). Del anilisis de los
cromatogramas se comprobsé que los ésteres met{licos contenian insatura-
ciones ya que luego de su hidrogenacion los picos de los saturados au-
mentaron su porcentaje y los de los insaturados disminuyeron o desapa-
recieron segun 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 acidos grasos saturados de 12, 14; 16 y 18 atomos de carbono
(también probablemente de 24 y 26 atomos de carbono) e insaturados de
18 carbonos con 1, 2 y 3 insaturaciones y posiblemente de 16, 21, 22 y
25'carbonos con una insaturaciodn.

TABLA V

Espectros de IR tabulados de las grasas e insaponificables del Acnistus

breviflorus
Espectro IR de grasas crudas Espectro IR de grasas (banda A)
(en _nujol) (£i1m)
1.725 cm—1 2.850 cm-1
1.180 cm-l 1.740 cm-1
720-730 cm™ ! 1.480 cm™*
Espectro IR de grasas (banda B) Espectro IR del insaponificable A
£ilm - £ilm
2.850 cm 3.200-3.500 cm ™t
1.725 cmn1 2.900 cm-1
1.460 em~1 1.750 o™t
1.170 om™t 1.485 om~t



TABLA V (Continuacién)

Espectro IR del insaponificable B

(£iln)

3.100-3.400 cm_
2.900 cm
1.725 om

1.480 em

1

1

1
1l

TABLA VI

Espectros de RMP tabulados de las grasas e insaponificables del

Acnistue breviflorus

Espectro de RMP de grasas crudas

dasplazamiento(s )

Asignacidn tent.

0,9 (m)
1,25(s) ancho
1,5 (s)
2,1 (m)

599-6,0 (m)

metilos

metilenos

H olefinicos

Espectro de RMP de

-38-

asag( Banda A

desplazamiento( & ) Asignacidén tent.

0,9 (m)
1,3 (s) ancho
1,6 (s)

2,0

2,8 (m)
4,5 (m)

Espectro de RMP de grasas (banda B)

desplazamiento( & )

0,9 (m)
1,25 (s)
1,6 (m)
2,0 (m)
2,4 (m)
555 (m)

Asignacion tentativa

metilos

metilenos

CE,=C=C

QgQ—COOR

H olefinicoes

metilos

metilenos
C-O-CH3

QEQ-OCOB



TABLA VI (Continuacidn)

Egspectro de RMP del insaponificable A Espectro de RMP del insaponificable B

Desplazamiento ( & ) Asignaoién Desplazamiento ( ) Asignacién
0,7 a1l (m) metilos 0,9 (m) metiles
1,2 (s) ancho metilenos 1,25 (8) metilenos
1,5 (m) 1,7 (m)
1,9 (m) 2,0 (m) CE,~C=C
2,75 (m) 2,4 (m) CH,~COOH
4,6 (s) ancho 4,1 C=C~CH,—O0H
5,3 (m) H olefinicos 5,4 (m) H olefinicos

TABLA VIY

Tiempos de retencidn de ésteres metilicos de dcidos grasos saturados

o insaturados patrones

tiempos de retenciodn Mimero de carbonos
0,92 1250 (lairioo)
1,44 1430 (miristico)
4,23 1880 (estedrico)
2,39 11630 (palmitico)
4,67 '18t1 (oleico)
5,64 1812 (linoleico)
7,19 1833 (linolénico)

Para las condiciones en que fueron efectuadas las cromatografias ver

Parte Experimental (pig.160)



TABLA VIII

Tiempos de retencidn de los ésteres metilicos de los écidos grasos

Ay B del Acnistus breviflorus

Esteres adcidos grasos A Esteres de dcidos grasos B
Tr N° de C Tr N° de C
0,91 1230 (14urioco) 0,93 1230 (liurico)
1,06 1211 ? (9-10 dodecenoico) 1,06 1231 ? (9-10 dodecenoico)
1,43 1430 (mirfstico) 1,43 1430 (miristico)
2,39 1630 (palmitico) 2,39 1630 (palmitico)
2,67 1631 ? (8-9 hexadecenoico) 2,69 16141 ? (8-9 hexadecenoico)
4,16 1830 (esteirico) 4,16 1810 (estedrico)
4,64 1811 (oleico) 4,64 1851 ( oleico)
54562 1812 (1linoleico) 5,62 1832 (linoleico)
7,25 1883 (1linolénioco) 7,21 1833 (1linolénico)
10,06 2181 7 10,05 2181 ?
13,70 2231 ? 13,64 2281 ?
18,65 2430 ? (1lignocérico) 18,56 2410 ? (lignocérico)
25,61 2511 ? 25,48 2511 ?
27,71 2610 (cerdtico) 27,51 2610 (oerético)
TABLA IX

Proporcidn de ésteres metilicos principales de &cidos grasos sin hidrogenar

y de ésteres metilicos de los mismos &cidos grasos hidrogenados del
Acnistus breviflorus

N° de C Eeteres metilicos de Esteres metilicos de
&cidos grasos sin doidos grasos hidro-
hidrogenar (%) " genados (%)

1230 (1durioco) 2,091 14,8

1640 (palmitico) 22,46 24,92

1681 ? (8-9 hexadecenoico) 0,722 0

1840 (estedrico) 8,17 23,81

1811 (oleico) 6427 3,07

1842 (linoleico) 12,38 o)

1813 (1inolénico) 20,45 0
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1y i

a b
Figura 16. -a- Cromatograma de ésteres metflicos saturados patrones.

=b- Cromatograma de ésteres metilicos insaturados patrones.

logo del

I_,O-
2 insaturaciones
05} — — — 1 insaturacién
saturados

-~ A A " " Y 3 i A Fo A " 2 I ke
OV 3 14 15 16 7 18 19 20 21 22 23 24 25 26

n® de atomos de oarbeno

-05¢
Figura 17. Representacién gréfica del log. del T (obtenido por cgl) vs.

n°® de {tomos de carbono de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos.



Iz

0,91
1,06
1,43
2,39
2,67
4,16
4,64
5,62
7525
10,06
13,70
18,65
25,61
27,71

Area (%)

2,091
1,258
1,026

22,461
0,722
8,168
6,270

12,377

20,448
1,685
5,478
1,516
2,350
8,992

~42~

Figura 18.Cromatograma de los ésteres metflicos de los #cidos grasos (A)

oon la integracidm del area.



Ir

0,93
1,06
1,43
2,39
2,69
4,16
4,64
5,62
7421
10,05
13,64
18,56
25,48
27,51

SN

Area sﬁ)

0,324
0,068
0,362
18,662
0,929
8,029
T,124
23,611
30,259
0,960
2,876
0,207
1,066
0,967
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Figura 19. Cromatograma de los ésteres metflicos de los dacidos grasos (B)

con la integracién del Area.



Figura 20. Cromatograma de los ésteres metflicos de los Acidos grasos (4)
hidrogenadose.

Continuando con la elucidn del extracto en la columna oromatografica,
el uso de benceno - metanol condujo a la obtencidén de los esteroles (li-
hres) de la planta en las fracoiones 78-143.

En su espectro infrarrojo el deto mas importante es la presencia de
grupo hidroxilo. Se purificaron los esteroles por placa rreparativa de-
sorbiéndose la banda que se habia desarrollado a igual altura que este-
roles sembrados oomo testigos. Se reorietalizdé - el producto desordbido de
la banda, de alcohol 95%. El anilisis por cgl (Figura 21-a) determind que
se trataba mayoritariamente de una mezcla de esteroles en los que se ha-
llaban presentes, entre otros, campesterol (LXXIII), stigmasterol (IIXVIII)
y sitosterol (LXXIV) y en menor proporcidén también colesterol, dado que |
sus tiempos de retencidén ocoinoidian con los de los respectivos patrones
en iguales condiciones ( Pigura 14). Para confirmar estructuras se rea-

lizaron espectros de masa de loe esteroides mayoritarios, mediante oro-
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matografia gaseosa-espectrometria de masa. Se analizaron cinco picos co-
rrespondientes a los espectros n°® 182, 381, 478, 488 y 506 (Figura 21 b -
Tablas X — XIV). Los espectros de masa de los picos 478, 488 y 506 oon—
firmaron la presencia en la planta de ocampesterol (LIXIII), stigmasterol
(LXXVIII) y sitosterol (LXXIV) (Pigura 14) respectivamente pues sus pesos
moleculares eran los esperados y las fragmentaclones que experimentakan
(Pigura 22) eran las corrientgmento descriptas en literatura(lle) para
este tipo de compuestos.

El pico 182 correspondia a un compuesto de peso molecular 296, lo cual
ya descartaba la posibilidad de que se tratara de un esteroi, pues era
muy bajos las rupturas gque presentaba su espectro de masa apuntaban a un
alcohol insaturado de fdérmula c20ﬁ4oo. La pérdida de 18 unidades de masa
(m/e= 278) indicé que se trataba de un oompuesto oxigemado. la presencia
de iones de la serie alifitica y olefi{nica sugerfan una cadena larga y
ramificada. E1 pico base (m/e- 71) se puede explicar como proveniente de
una ruptura alfa al grupo hidroxilp lo que da lugar a cuatro estructuras
parciales: pasibles (Figura 23). La pérdida de agua y la posterior pérai-
da de olefina permitirian justi%icar loe iones de m/e= 196 y m/e= 82 §
‘bien ol de m/e= 68, dando lugar también a dos estructuras parcieles posi-
bles (Figura 24). El fitol es un alcohol de férmula Cpolo0 componente de
la clorofila y. aparentemente la sustancia duyogespegtro de masa es el n®
182 no es fitol sino un isdmero de éste, de acuerdo a los datos de espec-

trometria de masa Que se dan en literatura(119)

- Segin éstos el pioco base
del fitol es el ion molecular (m/e= 296) y otros picos importantes tienen
m/e= 278, 263, 253, 252, 250, 249, 196, 126 y 11l.

El compuesto correspondiente al espectro n® 381 resultd ser el esoua-

leno (lXXX-Figura 14), (030350)3 los fragmentos que ge observaban en

easte espectro de masa coinoidian con los principales descriptos en 1li-
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teratura(lzo) para el escualeno: pico base m/e= 69 y otros 341, 205, 137

-y 81. BEn conjunto, el total de esteroles libres resultd aproximadamente

el 1,4% del peso del extracio de §ter de petréleo, o sea el 0,06% del

peso total de planta seca.

Figura 21-a. Cromatograma de los esteroles libres del extraotc de

éter de petrdleo.

400 N

200

4
100 =
4

> 100 200 Joo

Figure 21-b. Diagrama de computadora del cromatograma de la Figura 2l-a.



TABLA X

~ Bspectro de masa n® 182 correspondiente a cromatograma de Figura 21 = Yy b

n/e Intensidad (%) Asignacidn tentativa
296 0,7 n

278 1,2 x - 18
196 2,2 ¢, 4Erg
193 0,6 .
182 0,6 ¢, 3B
179 0,7 €y3H53
165 0,4 C12%21
151 1,0 %8
140 15,6 C.0800
123 29,8 C9H]5)
113 3,7 08317
111 9,7 08H15
95 17,9 C.Hy),y
82 18,6 CeHy g
81 32,1 CoH,
11 100,0 043-70
68 28,3 CsHy
67 15,0 OSH.,
56 18,6 P
55 22,4 C

43 15,7 4ty



TABLA XTI

Espeotro de masa n® 381 correspondiente a oromatograma de Figura 21 a y b

n/e Intensidad Asignacién tentativa
410 0,4 n*

367 0,3 X - 43
341 1,3 M - 69
273 0,4 C,ofas
231 0,4 CyH,
217 0,6 ¢16%0s
203 1,3 A
191 1,5 C)4H
189 1,0 C, 41121
175 1,2 Cyafyg
161 1,5 ¢, 8
149 5,2 €148y
137 14,6 e
121 749 CoHy g
109 595 CgH) 4
95 12,8 071111
81 5757 P
69 100 C.H

59



TABLA XTI

Egpectro de masa n® 478 correspondiente a cromatograma de Figura 21 a ¥y b

n/e Intensidad (%) Asignacién tentativa
400 100,0 u*
385 37,3 K- 15
382 50,7 ut- 18
367 37,3 M~ 15 - 18
273 23,1 - (09319)
255 29,8 273 - 18
231 23,9 K - (CgH o + 42)
213 40,3 231 - 18
163 26,1 ver esQuema de Figura 22
145 37,3 163 - 18
TABLA XIII

Espectro de masa n° 488 ocorrespondiente a cromatograma de Figura 21 a Yo

EL& Intenaidad!ﬁ! Asignacion tentativa
412 2,9 x
394 11,9 % - 18
379 13,4 Mt - 15-18
+
273 24,6 N . - (;:101119)
+
255 100,0 N - (010319 + 18)
+
231 17,2 N - (0101119 + 42)
163 26,8 ver esquema de Figura 22

145 26,9 163 - 18



TABLA XIV

Espectro de masa n® 506 correspondiente a cromatograma de Figura 21 a y b

2[2 Intensidad (%) Asignaoidn tentativa

415 21,6 M+ 1

414 100,0 vt

396 50,0 M- 18

273 26,1 W~(C,H,,)

255 33,6 K'-(C o,  + 18)

231 29,1 “+’(°10321 - 42)

213 41,8 231 - 18

163 33,6 ver esquema de Figura 22
145 50,0 163 - 18

N
¥ H
—
HO HO

HO HO

n/o = 163

Figura 22. Espeatrometria de masa de esteroides$ ruptura del anillo C.
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OH %H
//l\\% 13H27 W Cl3H27
<+
(//’ ~\\\\\“ CH,~CH=CE-CH=O0H \\\\\‘>' CH2-0(0H3)-cnu3ﬁ
m/a = T1 m/e = 71
*oH B
.Mnﬂm \/R//’dnﬂm .
+
”// T CH,=CH~CE,,~CH=OH "“‘->-cnzncn-c(cn3)-0n
m/e = 71 mn/e = 11
Figura 23. Buptura O en isdmeros del fitol.
+
H.*-0 \\l.j.’ ~ ¢ ~ ° I
t }mm___; }m“ +
I .
a;\ ° g}\ o ¢35 €13%27
s ¢ n/e=68 frag. neutro
" |
\\\] . L\\\
H”d\\ﬁ/

( mg\} mt‘“\ C4H8 C12H25
Orc:«' + k\( i m/e= 82 _ frag. neutro

(&)
o oS N
"5 78 +
12725

frag. neutro m/e= 196

Figura 24. Pérdida de agua y olefina en isdmeros del fitol.
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¢. DESCRIPCION DE RESULTADOS PARTE 2 ~ ESTUDIOS QUIMICOS

Transformaciones efectuadas sobre withandlidos.

Antecedentes.
La mayoria de las reacciones que se realizaron sohre withanélidos han
tenido la finalidad de determinar la estructura de algin compuesto perte-
neciente a esta clase de esteroides$ en muchos casos consistieron en la
obtencidn de derivados simplest productos acetilados, hidrogenados, des—
hidratados. En otras oportunidades, estudiando la estructura de algin
withandlido, se descubrieron transformaciones inéditas que motivaron lue-
go un estudio mds profundo de la misma perd ya no con un propésito estruc-—
tural. Esto permitid conocer mds a fondo la quimica de los esteroides po=
co comunes en cuanto a su funcionalizacidn se refiere por cuanto algunas
de estas reacciones poco usuales fueron extendidas a compuestos modelo,
pero no withandlidos, a los que se habia funcionalizado parcialmente a
seme janza de los Ultimos. De esta manera se pudieron determinar los alcan-
ces Yy limitaciones de dichas transformaciones.

También la necepsidad de determinaciones estructurales incentivd el
estudio del comportamiento quimico de l-oxoesteroides(llo) ¥y l,4-dioxo-

(108)

esteroides de los que en literatura habia pocos antecedentes.

Kundu y colaboradores han hecho una compilacién de las reacciones que

(121)

sufren los withanélidos . Un breve resumen de las mismas Juntamente

con una amplia cobertura de las propiedades espectroscépicas, caracteris-
ticas estructurales y funcionales, origen biosintético, propiedades fi-
sioldgicas ¥y sintesis de withanélidos han sido publicadas en dos exce-
lentes trabajos de revisién(4’5).

Ain reacciones tan sencillas como una hidrogenacién presentan en los
withandlidos rasgos interesantes$ asi, por ejemplo, la hidrogenacidn de

(10,11, 39)

la withaferina A (I-a) puede efeotuarse por etapas o El1 primer
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mol de hidrégeno consumido, conduce a la formacién de 2,3-dihidrowitha-
ferina A (LXXXI-a) (Figura 25). Seguidamente se consume un segundo mol
de hidrégeno por hidrogendlisis del hidroxilo de oarbono 27 pare dar la
2,3-dihidro-27-desoxiwithaferina A (LXXXII-a). Finalmente se consume un
tercer mol de hidrégeno méds dificultosamente por la adicidn a la doble
ligadura tetrasustitufda del anillo laoténico de la cadena lateral obte-
niéndose por tante la 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferina A (ILXXXIII-a)
(Figura 25). Es importante acotar que puede detenerse la hidrogenacidén en
cualquiera de las etapas antediohas simplemente vigilando el consumo de
hidrégeno. Es interesante hacer notar también el comportamiento diferente
de los dos hidroxilos alflicos de la moléculas el de carbono 27 sufre hi-
drogendlisis pero no as{ el de carbono 4. Esta disimilitud de reactivi-
dad como se verd mias adelante, se presenta también en la reaccidén de oxi-
dacidn. La reacoidén completa de hidrogenacidén insume alrededor de 16 ho-
ras, pero si se la prolonga por varias horas més ( en las migmas condi-
ciones es decir, a una atmésfera de presién a temperatura ambiente) se for-
ma un producto de reordenamiento similar al qQque se produce cuando la wi-
thaferina A se somete a la aoccién de acidos. Este reordenamiento es di-
ficil de explicar en el caso de la hidrogenacidén y se disoutira poste-
riormente a oontinuacidn de haber explicado su mecanismo en medio &cido.
La oxidacion de la molécula de withafefina:A con diéxido de mangane-
so es selectivas fundamentalmente es afectado solamente el hidroxilo de
carbono 4 (LXXXIV-a)(Pigura 25). La veloocidad de oxidacidén de los dos
grupos alcohdlicos es bastante diferente puesto que en las condiciones de
la reaccidén s6lo se forma un 3 a 5% de un compuesto en el cual ambos gru-—

(10’39). Tal vez la razén de tan disfimil reactivi-

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

es capaz de formar una unidn por puente de hidrdgeno con el carbonile de
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la lactona (Figura 25) mientras que el hidroxilo de carbono 4 ain te-
niendo cercano un epdxido carece de esa posibilidad dada la configura-=
0ién de la molécula. Tambié.. es factible benzoilar selectivamente al hi-
droxilo de carbono 27 con cloruro de p—hromobenzoilo(39) (1-b) (Pigura 25)
En cambio, por acetilacidn de la molécula en las condiciones usuales (pi-
ridina-anhidrido acético) se forma el . diacetato de withaferina A (I-c)
(Pigura 25)..

Con el objeto de determinar la estructura de la withaferina A se hisgo
este interesante conjunto de reacoiones(lo)(Figura 26)s la apertura del
epdxido del acetato de la 2,3-dihidro—27-desoxiwithaferina A (ILXXXII-D)
oon &oido bromhidrico en dcido acético glacial a 15° condujo a la bromo-
hidrina LXXXV. Como acotacidén aparte cabe menciomar que el epdxido se pu-
do regenerar por tratemiento con base. La deshromacién de la bromohidri-
na con niquel Raney y la posterior deshidratacidn del alcohol terociario
oon cloruro de tiomilo a temperatura ambiente dio lugar a un acetato de
enol (LXXXVII) que fue hidrolizado a una mezcla de 5a y 53 1,4 diceto-
nas (LXXXVIII). La mezcla se tratd luego con etanoditiol y eterato de tri-
fluoruro de boro. Se obtuvo una mezcla de mono (LXXXIX) y bisditiocetal
(IC). Separado el ultimo, se redujo con niguel Raney logrédndose sinteti-
gzar as{ una molécula con la estruotura bisica de los withandlidos (XCI).

Puede destacarse también que el monoditiocetal LXXXIX al ser reducido
con nfquel Raney daba lugar a un producto (XCII - Figura 27) cuya confi-
guracién en carbono 5 era 3 , distinta de la obtéﬁida oon el bisditioce-
tal XC que oonducia a orientacién 5¢ . Por tiocetalizacién del compuesto
XCIX se obtiene un esteroide 5 (XCIII) el cual, reducido a su vez con
niquel Raney produjo un withanélido 5[ (XCIV), epimero en carbono 5 del

(2)

ocompuesto XCI « Esto es debido a que la presencia de un grupo carboni-

lc en carbono 1 estabiliza a los esteroides 5[ mucho mis que a los 50
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Y a que el 4—-ditioocetal tanto para la serie 5B oomo la 50 se forma
(108,122).

a través de un mismo intermediario
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Figura 26. Eliminacién de grupos funcionales en withandlidos.
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Figura 27. Isomerizacidén del carbono 5 de los withanélidos.

Cuando la withaferina A se tratd con cantidades cataliticas de acido
p~toluensulfénico en solucidén metandlica se formé el 3-metoxi~2,3-dihidro
derivado LXX ya comentado. Si en cambio se expone a la withaferina A a
condiciones alcalinas en solucidén metandlica a temperatura ambiente, ade-—
més de adioionarse el metanol a la enona del anillo A, se forma un metil
éter en el carbono 27 (XCV). Esta reacoidén se puede racionalizar suponien-
do un proceso de eliminacion del grupo-hidroxilo seguida de una adicidn
de Michael de una molécula de solvente(lo) (Figura 28).

La withaferina A también sufre reordenemientos curiosos en medio dci-
do(123) (Pigura 29)3 as{, cuando se la trata con Acido sulfiirico en medio
acético sufre un reordenamiento de tipo pinacolinico que prBVoca la con-
traccidn del anillo A con una pérdida concomitante de un étoﬁo de carbo-
no(2). Si en cambio se somete a la 2,3-dihidro-27-desoxiwithaferina A
(LIXIII-&) al mismo tratamiento se produce el reordenamiento anterior pero

(2),

sin pérdida de un &tomo de carbono'



Figura 28. Reaociones oon metanol.
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Inesperadamente, esta misma reaccidn toma lugar cuando se procede a la
reduccidén catalitica (Pd/C-10%) con hidrégeno de la 2,3-dihidro-27-deso-
xiwithaferina A (LXXXII-a) durante un tiempo prolongado (por lo menos 24
horas). Esta reaccién podrfa ser racionalizada teniendo en cuenta qQue el
hidrégeno disuelto en metales tales como Pd o Pt esta positivamente car—
gado en alrededor de 1/50 de la carga del electrén por étomo(124’125);
pereciera que esto es suficiente para iniciar la protor;acién del oxigeno
del epdxido y as{ permitir que se produzca el reordenamiento(z).

No solamente la withaferina A sufre reordenamientos inusualest se ha
publioado( 126) la ouriosa transformacién qQue sufre un 140,173 ,200 -
trihidroxiwithandlido (XCVIII-Figura 30-) cuando es tratadoc con &cido per—
iédico. En lugar del esperado derivado 144, 17(3-dihidroxipregnano-20-
ona se obtuvo, luego de oxidar, la diocetona XCIX. El reordenamiento es pro-
movido por el hidroxilo de 140, pues la misma reaccidn llevada a cabo
sotre un 50, 6/3-dihidroxi~l4-eno dio la esperada 175 ~bidroxipregnan—
14-en-20-ona(CI). Bs evidente que el intermediarto de la reaccién es un deri-
vado (C) de pregnan-20-ona que se reordena ain en las condiciones suaves
de la reaccidén (Figura 30).

Las reacciones que sufre el epdxido de los withandlidos en posicién
53, 63 se limitan en general a su apertura en distintos medios y condi-
cioneé. As{ por ejemplo el tratamiento de la J;borosalaotona A (1XIX)
ocon una base a temperatura ambiente en metanol, produjo jaborosalactona

(43,44)

B (CII~Pigura 31-), por apertura del epdxido y eliminacién e Con
dcido olorhidrico la 2,3-dihidro-27-desoxl jaborosalactona A (CIII) sufre
una reacoidén semejante (Figura 31) mientras que con acido acético el mis-
mo compuesto CIII recibe la inocorporaocién de un grupo acetato de una ma-
nera, mecanisticamente, no muy dien aclarada en cuanto a la estereoquimica

del producto fina1(43’44).
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_ Con 4cido perclérico en metanol se introduce en el compuesto CIII un
grupo metoxilo(42)(Figu.ra 31). En la withaferina A y compuestos relaciona-
dos se determind que los grupos entrantes que atacaban al epdxido no se-—
guian el patrén normal de sustitucidén y se adjudicé el hecho a la influ-

encia del hidroxilo de carbono 4 por impedimento estérico
por ejemplo, se obtiene la 5/[3-hidroxi—6 Oi-bromo hromohidrina (LXXXV-
Figura 26-), en vez de la esperada 5 Ot —tromo—6 B -hidroxi. La reaccidn
con hidrazina y acido acético de la o, [3 -epoxicetona CVII da lugar a un
alcohol alflico CVIII3 si este \ltimo se intenta oxidar segin el método

de Jones (Cr03 + 504112) no se obtiene la cetona insaturada sino que se re-
genera la a , ﬁ —epoxicetona. Igualmente si se oxida el l-oxo—4ﬁ =hi-
droxiwitha=~5,24~dien6lido CIX oon el mismo reactivo se obtiene el mismo
producto (Pigura 32). Esta sorprendente propiedad de epoxidacidn del (::L-O3
parece manifestarse solamente en este tipo de compuestos y exclusivamente
con alcoholes alilicos, ya que la doble ligadura de la cetona O, Binsa-
turada del compuesto CX no es epoxidada. Estudios hechos sobre compuestos
modelo indican que s8lo los alcoholes alflicos axiales pueden dar esta

(130-132)

reaoccidn e« Si el epéxido se encuentra en posicién o , ﬁ respecte

de un grupo carbonilo, se reduce oon Cl,Cr al compuesto carbonilico o ,ﬁ

2
insaturado como se aprecia para un derivado de la withaferina A, el com-
mesto CVII y otro de la Nio-1, el compuesto CXI (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, segin los datos obtenidos con compuestos modelo; asi si el epdxido
es 50 4y 60 y hay una doble ligadura entre los carbonos 2 y 3, la reduc-
cién es un proceso 1,2 formandose una mezcla de alcoholes alflicos 1O y

133 pero si el epéxido es 5 3 »6 3 1la reduccidén es un procesoc 1,4 dan-

do primero la cetona saturada y pudiendo oontinuar luego la reaccién has-
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ta el [alcohol saturado(lsa)

« Si en cambio el l-oxoesteroide perteneoce

a la serie 50 y la cetona es saturada, se obtiene el 1 O hidroxi deri-

vado axialj si es de la serie (3, también se obtiene el 1O hidroxi deri-
vado pero ecuatorial. En el caso de 1—oxo-5/3,6[3-epoziesteroides el pro-
duoto de la reducoidén es el 1 [3 -hidroxiderivado (Figura 33). En la 2,3-
dibhidro-27-desoxi jaborosalactona A (CIII) la reduccidén del carbonilo del
carbono 1 con borohidruro de sodio a temperatura ambiente conduce al al-
cohol secundario CXITI (no se espécifioa sa oonfiguracién)(43’44)(Figura
33). Sorpresivamente, el epéxido no es afectado por el reductor como asi
tampoco por el hidruro de aluminio y litios adn en condiciones més enér-
gicas (borohidruro de sodio en dioxano a reflujo o hidruro de aluminio y
litio en tetrahidrofurano a reflujo) se obtiene a partir del acetato de

la tetrahidrodesoxiwithaferina A (IXXXIII-b) el correspondiente tetrol

(CXIV - Figura 33 =), si bien no fueron publicadas las propiedades fisi-

(11)

cas y quimicas de este compuesto o Se ha visto pues que los hidruros
mencionados producen la apertura reductiva del anillo lacténico. Si se
trata con ozono a 2,3-dihidroderivados de la withaferina A (LXXXI-b y
LXXXII-b) o bien con tetrdxido de osmio y periodato de sodio se abtre tam-—
bién la lactona para dar el correspondiente cetol CXVII(ll)(Figura 34)3
este dltimo se derivatiza deshidratandolo para dar la cetona insaturada
CXVIII y luego hidrogenindolo para obtener la Getona saturada CXIX. Los
intentos de obtener el hidroxiécido correspondiente a la lactona por tra-
tamiento con base y posterior acidificacién (para aislarlo) fueron infruc-

(11)

tuosos porque siempre se recuperé a la lactona intacta o« La apertura de
la misma oon base se logrd sin embargo por transesterificacidén con metédxi-

do de sodio en metanol(g)(Figura 34).
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De las reaociones quimicas mencionadas aqui se desprende que los
withandlidos son compuestos muy sensibles a acidos y bases y que su
quimica es, en algunos aspectos, bastante complicada. Es natural que
es{ sea dada la gran cantidad de grupos funcionales que poseen} de
ellos los mas reactivos sons la enona del anillo A, el hidroxilo de

carbono 27 y el grupo epdxido.

-68-
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Transformaciones efectuadas sotre los withandlidos aislados del Acnistus

breviflorus.

Las reacoiones que se detallarin a oontinuaoidn tuvieron por objeto
la modificacién funcional de los anillos A ¥y B de los withandlidos segin
pautas estructurales mds sencillas y estudiar el comportamiento quimico
de estas moléculas tan complejas. En especial, se tratd de determinar en
qué medid; era factible efeotuar reacciones selectivas, es decir afectar
algin grupo funcional sin modificar al restoj si esto no fue posible en
algunos casos, Be investigdé qué tipo de cambio se provocaba sobre los
grupos funcionales que no se intentaban modificar. Paralelamente, cuan-
do fue posible, se uscé como evitar esas reacciones laterales. La mayo-—
ria de las reacciones efectuadas se hicieron sobre los withanélidos sin
derivetizar mientras que, por el contrario, la mayor parte de las reac-
ciones desoriptas en literatura se habian realizado sobre derivados de
withanélidos en especial 2,3-dihidro~27~desoxi derivados (o sea aquellos
que no poseen dos de los mds reactivos grupos funcionales de la molécula
a sabers la doble ligadura entre los carbonos 2 y 3 y el hidroxilo ali-
lico del carbono 27). En estos dltimos casos la posibilidad de complica-
ciones al efectuaer una reaccidén se encontraba dismimuida, lo cual era ne-
cesario por supuesto ya que en general se trataba de determinar la estruc-
tura de un nuevo withandlido y por tanto de ev{tar reaociones laterales
que no contribuyeran a ese fin.

En algunos de los ensayos que se describen en este trabajo se inten-
43 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 describiran tuvieron por sustra-
to a la withaferina A por razones de disponibilidad dado que es el este-

roide que en mayor propooidn se encuentra em la planta si bien se efec-
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tuaron también algunas sobre los otros hallados em ellas jaborosalaotonas
Ay D.

Metoxilacidn y acetoxilacidn de withaferina A.(Figura 35)

En la Parte 1 dediocada al aislamiento de les withandlidos del Acnis-

tus breviflorus, se mencioné que se habia obtenido una mezcla de withafe-

rina A (I) y de 2,3~dihidro-3-metoxiwithaferina A (IXX) diffoil de eeparar
en sus componentes. Se habia sefialado que el aegund; era el producto de

la adicidn del solvente de extraccién, metanol, a la withaferina A. Este:
inconveniente llevd a la decisidn de utilizar la mezcla oomo tal trans-
transformandola direotamente en el 3-metoxi derivado por tratamiento de

la misma oon metanol y acetato de sodio, segin la téemica de Kupcham y

(39)

colaboradores . Se obtuvo asi el produoto deseado con rendimiento cuan-
titativo y sin rastros del metil éter que se forma con el hidroxilo del
carbono 27 por reaccidén durante un tiempo prolongado con metanol en medio
dcido, segin se describid en 1la pégina 57. El1 3-metoxi derivado LXX se u-~
t11izé como materia 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 sustituyente mds en el ya estéri-
camente compactado conjunto de grupos funcionales del anillo A. Se eligid
oomo grupo entrante al acetoxl y la reaccién se efectué oon tetraacetato

(134-137) ..

de‘plomo ocomo reactivo y en benceno anhidro coéo solvente
reaccidn se realizd a reflujo en relacidn molar 1lsl de reactante a reac-
tivo hasta que el test de ioduro de potasio-almiddn fue negativo. Se obtu-
vieron aproximasdamente un 50% del 3-metoxl derivado sin reaccionar Yy al-
rededor de un 20% del producto deseado. También se formé un 5% de un com-
puesto que posee un grupo acetato segin lo revela su espeotro infrarrojo
pero sin identificar. En el espeotro de RMP del compuesto deseado (CIII)

la sefial del protén del carbono 3 se presenta a 3,77 ppm como un doble
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doblete no muy bien resuelto de J = 4 Hz (acoplamiento con H-4 que apa-
rece oomo un doblete a 3,42 ppm) y J= 1 Hz (aproximadamente). La sefial
més significativa es un singulete ancho a 4,9 ppm que aorresponderia al
protdn del carbono 2 donde se halla el acetato introducido en la molécu-
la, aparentemente en posiciéna. Segin las tablas de Zircher la sefial del
metilo angular del carbono 10 deberia desplazarse 0,044 ppm haocia campos
altos al reemplazarse un protén por un grupo acetoxi con orientacidén Q

en la posicidén 2, mientras que en la misma posicidn, pero con orientacién
[3 deberia esperarse un desplazamiento a campos bajos de 0,147 ppm. En el
caso de la 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A la sefial del metilo 19 ( a
1,3 ppm ) se desplazd a 1,27 ppm oomo era de esperar si el grupo acetoxi
se encontrara con orientacidén o . Asimismo, de mantenerse la conformacidn
bote para el anillo A (ver Capitulo 4) y estando el grupo acetoxi con
orientaocoién 0, los protones de los carbonos 2 y 3 formarian un angulo
diedro de aproximadamente 120°, lo que de acuerdo a las ecuaciones de

(138,139) (140) permitiria predecir

Karplus o las de Williamson y Johnson
una constante de acoplamiento pequefia mientras que si la conformacidn del
anillo A sigue siendo bote pero la orientacidén del grupo acetoxi esf3, el
angulo diedro entre los protones de los carbonos 2 y 3 es nulo y el aco-
plamiento muy grande. Dado que la sefial observada del carbono 2 es ancha
y esta sin resolver, esto también apoyaria -la presuncidén de que el grupo
acetoxi introducido se encuentra en posiciémn . Por otra parte, el espec-
tro de masa indicd el peso molecular esperado Yy se observan pérdidas de

dcido acético y metanol.

Hidrogenacidén de withaferina A. (Figura 35)

Si bien esta reaccidn esta descripta en literatura(39) se la menciona
agui porque con la intencién de sintetizar la 2,3,24,25-tetrahidro-27-

desoxiwithaferina A (LKXXIII-a) para probar un muevo agente oxidante, se
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encontré que se formaba un producto secundario previamente no desoripto,
distinto de la 2,3-dihidro—-27-desoxiwithaferina A esperada. Paralelamen-
te se buscS mejorar el rendimiento del producto LXXXIII-a por lo que se

hicieron hidrogenaciones on distintas condiciones cuyos resultados estan
expuestos en la Tabla XV.

El moejor resultado se obtuvo empleando catalizador de paladio 10%
pobre carbdén en etanol a tenperatura ambiente. Separados los Pproductos de
reaccién por cromatografia preparativa se obtuvo un 63, 3% de un producto
menos polar que la sustancia de partida y que era la esperada 2,3,24,25-
tetrahidro—27-desoxiwithaferina A (LXXXIII-a) y un 16,7 % de un producto
de igual valor de relacidém frontal (Rf) que la withaferina A. Este ulti-
mo no era ni withaferina A ni 2,3-dihidro-27-desoxiwithaferina A (LXXXII-a)
(Que tedéricamente debiera temer Rf nayor) j se le asigndé la estructura
CXXIII por las siguientes razoness en su espectro de RMP se nota la super-
posicién de dos dobletess uno es el de carbono 21 y otro el de carbono 28'
lo cual, como se explicari més tarde indicaria que el doble enlace entre
los carbonos 24 y 25 fue hidrogenado. No aparece la sefial del carbono 27
oomo metilo tal cemo sucede en el desoxi derivado, ni la del carbono 27 co-
mo metileno tal como ocurre.on el RMP de la withaferina A. Aparece en cam-
bio una nueva sefial,. compleja, entre 3,7-4,0 ppm que podria ser la de un
grupo R-CEQ-OE. Este hecho indioaria que ol doble enlace entre los carbonos
24 y 25 fue hidrogenado pero el hidroxilo de carbono 27 no sufridé hidro-
genélisis. Los protones del metileno de carbono 27, que no son equivalen-—
tes, formaer{an un sistema ABX con el protén de carbono 25 (que es un ocen-
tro quiral) incorporado en la hidrogenacidn. En el espectro infrarrojo de
los dos oompuestos obtenidos por hidrogenacién (LXXXIII-a y CXXIII) se
observan dos sefilales claramente distintass una de ellas a 1700 cn-l co-

rresponde a la vibracién de tensién C=0 de un carbonilo saturado (el gru-
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po ceto de carbono 1) ¥y la otra a 1740 om-l o8 una banda ancha que corres-
ponde a la tension C=0 de una lactona saturada de seis miembros. En oam-
bio en la withaferina A séloc aparece una banda con dos maximos a 1670 y
1680 om-l por superposicidn de los carbonilos(1,[31nsaturados de la enona
del anillo A y de la lactona de la cadena lateral. Esto confirma que en
ambos oasos se hidrogend el doble enlace entre los carbonos 24 y 25.
Finalmente, el espectro de masa del compuesto minoritario (CXXIII) in-
dica un peso molecular de 474 confirmando por tanto la presuncidén de que
86lo se hidrogenaron los dos dobles enlaces de la withaferina A (peso mo~-
lecular = 470) y que el compuesto no sufrid hidrogendlisis. Ademds el ion
de m/e= 125 que corresponde al fragmentc anillo lacténico mis una pérdida
subsiguiente de agua, reafirma la hidrogenacién del doble enlace entre los
carbonos 24 y 25 y la presencia de un hidroxilo en la lactona de la oadena
lateral. Como corolario se puede afirmar, que el resultado obtenido repre-
senta un comportamiento " anormal " en la hidrogenacidén de los withandli-
dos, no establecido en literatura e inverso al previsto pues como se de-
t2118 en la seccidn de antecedentes el orden de reaccidén ess 1°) el doble
enlace entre los carbonos 2 y 33 2°) hidrogendlisis del hidroxilo de car-
bono 27 y 3°) reduccién del doble enlace entre los carbonos 24 y 25. Pue-
de afirmarse por tanto que esta regla es general pero no absoluta puesto

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

Oxidacién de la 2,3,24,25-tetrahidro—27-desoxivithaferina A (IXXXIII-a).

Al produvto principal de la hidrogenacidén anterior se lo tratd con

(141)

olorocromato de piridonio e La desapariocidén del producto de partida

fue total pero los productos de reaoccidén eran tan numerosos que no fue
posible identificarlos. Por lo tanto se intentdé entonces, oxidar al te-
trahidrodesoxi derivado (LKIXIII-a) con el complejo tridxido de cromo-

(142)

piridina generado ™ in situ " « Se obtuvo asi un residuo blanco
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oristalino como Unico produocto de reamoccidn que fue identificado como el
1,4-dioxo-5[3,6[3-epoxiwithan611do (CXXIV) ya que en su espectro de RMP
no existe la sefial del protdn de carbono 4 que aparecia a 3,5 ppm en la
tetrahidrodesoxiwithaferina A (IXXXIII-a) y la sefial del metilo-19 se
desplazd a 1,18 ppm. Este desplazamiento a campos altos de la sefial del
metilo-19 era de esperar ya que se conocen withandlidos con igual patrdn
de sustitucidn en los anillos A y B que presentan idéntico desplazﬁmien-
to quimico que el observade para el metilo-19 que el producto de oxida-
cién sintetizado. Por otra parte, el espectro de masa del compuesto CXXIV
presenta el peso molecular esperado y muestra algunas de las rupturas ca-

racteristicas de los withandlidos (ver Cap{tulo 4 ).
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metanol
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AocORNa
0 CHO 0
OH OH
withaferina A 2y3-dihidro-3-metoxiwithaferina A
(1)
32
rd/c
etanol
v OH
0]
O 0
+
Oy (1LXXIII-e) &
. (CXXIII)
81'03-05351
\ 4 \\
© (CXRIV)
Figura 35. Aeetoxilacién de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A y oxidacidn

de 2,3,24,25~tetrahidro-27-desoxiwithaferina A.



Reducciones con borohidruro de sodioc.(Figura 36).

La finalidad de las reaociones que se describen fue el poder reduocir el
carbonilo de carbono 1 de la withaferina A sin afectar al anillo lactdéni-
co ya que referencias de literatura indicaban que esta selectividad era

(143~-145)

posible . Era ademds conocido que el epdxido 503 ,6(83no era afec—

tado(ll) ¥ Que algunos sistemas oarbonilicos /3 insaturados en esteroides,

(146’147). En el caso de la

se reducfan al aloohol alflico correspondiente
withaferina A, la reduccidn directa con borohidruro de sodio actuaba tam-
bién, aunque parcialmente sobre la la;tona, por lo que fue necesario in-
troducir modificaciones para evitarlo. La reduccidn de la lactona quedd
evidenoiada porque de los dos productos de reaccidén que se obtenian a
temperatura ambiente, el minoritario no presentaba en su espectro de BMP
la sefial a 4,4 ppm ocorrespondiente al metileno de carbono 27, ni la del
metilo de oarbono 28 a 2,0 ppm, lo que indicaba la saturacién del doble
enlace de la lactona y aparentemente la reduccidén del grupo carbonilo de
ésta también. Como se desprende de los datos de la Tabla XVI, la reduccidn
de la lactona se evitd efeotuando la reaccidén a 0°, pero siempre se obte—
nfa el producto de reduccidn 1,4 en anillo A, es decir, el aloohol satu-
rado. En el espectro de RMP, los datos mias importantes sons la desapari-
cidn de las seflales de los protones olefinicos y el corrimiento de la se-
fial del metilo-19 a 1,17.ppm Y el espectro dé md;a indica un peso molecu-
lar que tiene cuatro unidades mds que el de la withaferina A.

Fn tanto este trabajo estaba en ejecucidn fue publicado un articulo
informando el mismo resiltado (reduccién 1,4 en anillo A) en withandli-
dos(l33) aunque no se menciona que a temperatura ambiente (condicién em
la que se efectuaron todas esas reacciones descriptas) la lactona también
se reduzcae En conoordancia con aguella publicacién en nuestro caso se

obtuvo el alcohol saturado CXXV en la posicidén 1 con orientaci6n[}.
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V

Contrariasmente pues a lo que se ensefla en los libros de texto, el boro-
hidruro de sodio, al menos para enonas ciclicas, reduce también los do-
bles enlaces, segin demuestran Johnson y Rickborn en una esclareoedora

(148)

publicaciodn

(149)

Recientemente se informé que enonas oiclicas que normalmente su-
frian una reduccidén 1,4 podian ser reducidas al aloohol alflico corres-

pondiente (ain las mds susceptibles al ataque 1,4 como la 2,3 ciclopente-
nona) si el borohidruro de sodio usado como agente reductor iba acompafia-

3+

do por un lantinido tal como el Ce” o el La3+. La reaccion efectuada so-
bre sustratos sencillos pero proclives a la reduccién 1,4 se realizaba

2 temperatura ambiente y demoraba sélo unos pocos minutos (5 a 10) sien-
do los rendimientos excelentes (90-100%). Aparentemente un comple jo que
se forma entre el catidén de la familia de los lantdnidos y el compuesto
carbonflico es el que conduce a que la reaccidén sea un proceso selectivo
1,2 sobre el carbonilo, comprobindose que el Ce3+ (en 1la forma de su

sal hidratada Ce013.7H20) era el mds efectivo de los lantdnidos en lo que
respecta a rendimientos obtenidos de alcoholes alilicos.

Esta reaccidn se realizd solre la withaferina A pero con la variante
de que la temperatura se mantuvo en 0° pues, como ya se mencioné, se pre-
tendia evitar la reduccidén de la lactona. La reaccidn 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 &cido clorhidrico. El
rendimiento del producto fue de aproximadamente un 50% de la mezcla de
alcoholes alflicos 1ay 1.3 (CXXVI)s el resto corresponde a withaferina
A sin ieaccionar. Probablemente el hecho de que la reaccidn se'efectuara
sobre una molécula mis compleja y grande (como es un esteroide) y ademds
a menor temperatura, debid de haber incidid en el rendimiento relativa-

mente bajo de alcoholes alilicos.
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De la mezcla sdlo pudo aislarse puro al isémero 1 (3 (CXXVI-b). Esto que-
dé bien comprobado por el dato que proporciond su espectro de RMP: 1la
sefial de los protones oleffnicos a 6,17 prm era un doblete (J= 2,5 Hz)
que integraba para dos hidrdgenos, lo que indicaba que su entorno era
seme jante, cosa que no sucederia de tratarse del isdmero 1 O. Ademds la
sefial del metilo-19 se trasladd a campos altos (con respecto a la del
metilo-19 de la withaferina A) como es de esperar al pasar de un l-oxo

a un 1 - hidroxi esteroide de acuerde a las tablas de Zﬁroher(lso’ISI)‘y

(152,153)

Englert « El espectro de masa indiocaba que el peso molecular ere
472 (2 unidades més que el de la withaferina A). Esas dos unidades mds no
corresponden a la saturacidn del doble enlace entre los carbonos 2 y 3
puesto que de ser asi deberian observarse las fragmentaciones del ani-

llo B subsiguientes al reordenamiento de Mc Lafferty del carbonilo de C-1
(ver Capitulo 4)3 como estos iones no se observaban y dado que los corres-
pondientes al anillo lacténico tienen la misma relacidn m/e que en la wi-

thaferina A, se concluyé que fue reducido el grupo carbonilo de carbono 1

pero no la doble ligadura entre los carbonos 2 y 3 ni el anillo lacténioco.
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OH OH
withaferina A (I) (cxxv)
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Figura 36. Redueoiones con EH4la de la withaferina A.
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Reduocion de grupos oarbonilo a metileno.

En otra de las reacciones probadas, se pretendil eliminar los grupos
funcionales del anillo A de la withaferina A (carbonos 1 y 4) sin afec-
tar el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 para luego funcionalizar
esas posiciones (Pigura 37) y as{ asemejar el anillo A al de otros com-
puestos presentes en la naturaleza como por ejemplo las ecdisonas halla-

(154)

das en insectos

0 O
OH

Figura 37. Transformacién funcional planeada en el anillo A
Para eso se considerd como m&s apropiado oxidar selectivamente el

hidroxilo de carbono 4 con didxido de manganeso activado(ISS)

a oetona,
reaccidn que se sabia faotible segin se detalld en la seccidon de antece-
dentes (pdgina 53).

El pasc siguiente seria la reduccién simulténea y total de ambos gru-
pos oarbonilo de modo de no afectar a los dobles enlaces, al epdxido y al
anillo lactonico. En literatura se enouentra# deécriptos cuatro métodos
‘principaless
a) reduccién de Clemensen con amalgama de gzinc y &cido olorhidrico(156);
b) reduccién de Wolff Kishner(157) (en sus distintas variantes(158-16o) )
con hidraoina e hidréxido de potasios
c) reduccidén del carbonilo a alcohol y luego eliminaocidn de éste oomo to-
silato, mesilato, halégeno o algin otro buen grupo saliente(161);

d) formacién del tiocetal (o.tioaoetal) del cardbonilo y reducoidén ocon
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niquel Raney(l62).

La reduccidén de Clemensen fue descartada desde un principio pues ya
se ha visto en la secoidn de antecedentes lo ldbiles que son los withand-
lidos en presencia de 4cidos. Ademds este método provocaria también la
apertura del epdxido.

De la reacoion de Wolff-Kischner existen antecedentes de que en car-
bonilos(l[}-insaturados da lugar a produofos formados por transposicidn

de la doble ligadura!1601163,164)

o Adn asf cabfa la posibilidad de que en
una estructura de tipo semiquinoide como la de la 4-dehidrowithaferima A,
“por estar mAs extendida la conjugacién, no se produjera ese hechoj pero

de todos modos deberia esperarse la apertura del epoxido y de la lactona.

A pesar de estos probables inconvenientes se efectud la reaccidén de reduc
oién de Wolff-Kischner sobre la 4-dehidrowithaferina A logrindose sola-
mente obtemer productos de desocomposiciodn.

La reduccidon de los grupos carbonilo a hidroxilos y luego la elimina-
cidn de estos era impracticable puesto que, como se deseaba mantemer la
doble ligadura entre los carbonos 2 y 3, la eliminacién de los hidroxiles
(por deshidratacién o eliminacidn de sus respectivos tosilatos) no podria
hacerse al haber sdlo protones olefinicos en los carbonos vecinos. Tampoco
la reduccion directa del tosilato, mesilato o halogenuro de alquilo era
practicable si se deseaba recuperar intacto al ahillo lacténico. Quedaba
pues asf s6lo la formacidn del bisditiocetal como dnica via con probabili-
dades de éxito. El método clésico consiste en hacer reaccionar al carboni-
lo con etanoditiol en presencia de eterato de trifluoruro de boro como ca-
talizador(165).

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

ferina A pues se determiné por ccd que el eterato de trifluoruro de boro

reaccionaba con la 4-dehidrowithaferina A produciendo su completa des—
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composicién despuéds de 24 horas. En literatura se encontrd otro método
mediante el cual la tiocetalizacidén se efectida con etanoditiol como sol-
vente y reaoctivo en presencia de cloruro de zino recientemente fundido y

sulfato de sodio anhidro(l66’167)

+ Al aplioar esta reaccion sobre la 4 -
dehidrowithaferina A (IXXXIV-a) se obtuvo un aceite que sdlo pudo trans-
formarse en un polvo amorfo por tratamiento directo con base y que resul-
t6 ser inestable pues se descompone ain conservado en vacfo y frio.

Segin los espectros de RMP e IR se formé aparentemente el compuesto de—
seado pero ocurridé también una reaccidn laterals el hidroxilo de carbono
27 fue reemplazado por un tiol- tiodter (FPigura 40). Dado que en el es -
pectro de RMP la sefial del protdn de carbono 6 estaria superpuesta con la
de algunos metilenos unidos & &tomos de azufre, no se puede afirmar sin
lugar a dudas si el epoxido de carbonos 5 y 6 fue afectado o no durante
la reaccidén. La formacidén del bisditiocetal quedd evidenciada mediante

el andlisis de la posiocion de los protones olefinicos} estos aparecen

a 7,31 ppm como un singulete ancho parcialmente superpuesto a la sefal

(168)

del cloroformo. Investigando en literatura se encontré que protones
olefinicos de un sistema parecido (Figura 38) resuenan a aproximadamente
—6 ops respecto a8 benoeno ocomo standard interno en un aparato de 40 Mos
en una solucion de 0130D $ es decir a & = 7,42. Ademds la sefial del me-
tileno de carbono 27 se desplazd a campos altos, a 3,5 ppm aproximadamen-
te al reemplazarse el hidroxilo por un grupo tioéter. Un triplete centra-
do a 3,03 ppm podria ser asignado a uno de los metilenos del grupo tiol-
tioéter y otro grupo de sefiales centradas a 2,85 ppm podria adjudioarse
al metilenoc en O al tiol segin ocdloulos de tablas. El conjunto de se-
fiales entre 3,2 y 3,4 ppm oorresponden a los metilenos de ambos ditio-

(2).

cetales
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</SH5\__/5

N

5=7,42

Figura 38. Ejemplo de 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 corresponderia a un
fragmento de tres carbonos y un dtomo de azufre, probablemente por reor-
denamiento; la siguiente pérdida es de 92 unidades y podria ser asignada
al desmembramiento de un grupo tiocetdlico de férmula 0282H4; un ion de
m/e = 131 podria considerarse formado por los dos carbonos 2 y 3 mis
uno de los grupos tiocetdlicos por ruptura del anillo A con transferen-
cia de hidrdgeno. El ion de m/e = 152 podria asignarse al anillo lactd-
nico deshidratado y desulfurizado parcialmente, que por pérdida de 47
unidades de masa (H20-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 dtomos de carbono, que junto con el de m/e = 94 (etanoditiol cargado)
y el de 105 antes mencionado, son los méas importantes del espectro.

Es importante destacar que en la reaccidén del 1l,4-dioxowithaferina A
usando etanoditiol y trifluoruro de boro se obtuvieron mezclas del mono
Yy del bisditiocetal y el rendimiento no fue cuantitativo. Como la for-
macidn del tiol-tioéter sdlo representaba una reaccidén lateral no de-

masiado importante puesto que a posteriori de la reduccicn con niquel

Raney sélo involucraria la pérdida del hidroxilo de carbono 27, se de-
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cidié proceder a la reduccién del bisditiocetal ocon niquel Raney,
4o (169)

La mayor parte de estos intentos fueron infructuosos pues se tro-
pezd con varias dificultadess en algunos casos no se pudo recuperar
una cantidad significativa del producto de reduccidén} en otros la de-
sulfuracién no era total si se dejaba reaccionar por pocas horas, ob-
teniéndose en estos casos siempre productos coloreados. Se escogieron

(170-172)

luego otros reductores como amalgama de aluminio

23)(173-178).

Y boruro de
niquel (Ni
El ﬁ;imero en distintas condiciones s8dlo provooaba una desulfura—

cidén parcial y los resultados obtenidos con el segundo reactivo no 4i-
ferfian mayormente de los logrados con niquel Raney. Esto hizo pensar

que el gran mimero de itomos de azufre presentes en la molécula debia
ser responsable de estos resultados por cuanto si la reacocion se cor—
taba a las pocas horas, la reouperacidén del producto era buena pero la
desulfuracién parcial, mientras que si se extendf{a por varias horas, la
recuperacidén era muy mala. Se decidié por tanto proteger al hidroxilo de
carbono 27 previamente a la tiocetalizacidén para lo que se empleo an-
hidrido acético; esto no dio resultado por cuanto el grupo acetoxi fue
apgrentemente desplazado por el etanoditiol sggﬁn‘datos del espectro in-
frarrojo. Esto no es sorprendente puesto que en literatura se mencionan
productos anormales obtenidos por reaccidn con etanoditiol. Asi en la
Figura 39 se ejemplifica el desplazamiento de grupos acetoxi por el eta-

noditiol(168’179).
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Figura 39. Desplazamiento de grupos acetoxi por el etanoditiol
Por tratamiento de la 4-dehidrowithaferina A oon anhidrido trifluoro-

(180)

acetico se obtuvo el trifluoroacetato en carbono 27 (CXXIX) el que
tampoco resistié el tratamiento con etanoditiol. La posterior reducoidn
del bisditiocetal con niquel Raney, esta vez en dioxano-etanol(lal) rin-
dié una espuma blanca que recristalizada demostrd ser (por su espectro
de masa) una mezcla de productos parcialmente hidrogenados. Resulto apa-
rente que el unico grupo funcional que quedaba aun en la molécula era la
lactona pues el epdxido y el hidroxilo de carbono 27 habian sido elimi-
nados. Idéntico resultado se logrd con menores tiempos de reaccidén (Fi-
gura 40). Las reducciones se efectuaron en acetona, benceno—etanol, ben-

ceno, dioxano o dioxano-etanol pues el bisditiocetal no era soluble en

etanol, solvente en el que clasicamente se efectia la reaccidn.
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Las reacciones en las que se desactivdé previamente al niquel Raney

(182-188)

con acetona o benceno dieron por resultado productos sélo par-
cialmente desulfurizados. Las diferentes condiciones empleadas se pre-
sentan en la Tabla XVII.

Con respecto al resultado obtenido en la reduccidn con niquel Raney
es preciso acota; que en literatura se mencionan varias reacciones late-
rales que se producen durante la desulfuraciéns la més comin es la re-

(189) (162,190)

duccidon de dobles ligaduras . Tanbién se informa de reac-

ciones de desoxigenacién en el caso particular de grupos acetoxi o hi-
droxi en O al tiocetal a desulfurizar.

Ademds el niquel Raney provoca otras reacciones de desproporciona-
lizacidéns en presencia de un aceptor de hidrégenos cataliza la deshi-

(191)

drogenacion de alooholes secundarios pero en presencia de un donor

de protones (como un alcohol) el metal cataliza la reduccidn de grupos

carbonilo y dobles o triples enlaces activados; asi, por ejemplo, el

(191)

trans—estilbeno se transforma en dibencilo « En ausencia de aceptor

o donor de protones, el niquel Raney puede producir cuatro tipos diferen-

(192)3 e) oxidacidén de un grupo hidroxi-

tes de reacoiones con esteroides
lo en carbono 3; b) hidrogenacién de un doble enlace entre los oarbonos
5y 63 c) isomerizacidén de un hidrégeno 5 [3 a uno S0 3 d4) dimerizacién.
Todas estas reacciones laterales se ven incr;meniadas, a juicio de

(190)

Hauptman y cuanto mayor sea la antiguedad del niquel Raney prepara-

do y mds aiin si éste ha sido previamente desactivado por reflujo con ace-
tona o benceno o desgasificado a alta temperaturas otros autorea(182’183)
afirman sin embargo que el reflujo con acetona, un aceptor de hidrdgeno,
destruye la mayor parte de los centros activos sotre la superficie del

nf{quel, produciendo un reactivo mis selectivo en su accidén y ayuda en la

preservacidén de enlaces olefinicos 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 del andlisis de la Tabla XVII.

En resumen, la desulfuracion del bisditiocetal de la 4-dehidro-
withaferina A da lugar a una mezcla inseparable cromatograficamente de
withanélidos total ¥y parcialmente saturados segin al dato que aporta
el espectro de masa de la mezcla que preseanta iones apareﬁtemente mole-
culares a m/e = 410, 412 y 414 que corresponden respectivamente al witha-
nélido insaturado, parcialmente saturado y totalmente saturado, todos sin
el epéxido ni el grupo hidroxilo en carbono 27.

Para confirmarlo, se hidrogend algunas horas a la megzcla antedicha
y por cuidadosa separacidén cromatogréfica se logrdé aislar al 5O -witha-

24-endlido (XCI) (Figura 40) ya descripto en literatura.
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0
4_-dehi_d:rovithaferina A (cxx1x)
(LXXXIV-a) HS(CH, ), SH
HS(CEZ )2SH SO4Ha.2, 012z:n

S0 4Na2

H (xex)

Pigura 40. Blininacidén de grupos funcionales en la 4-dehidrowithaferine A
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Reaccidn de deshidratacidén de acnistoferina con anhidrido acético.

Como reaccion para verificar la estructura de la acnistoferina (LIXI)
se proyectd deshidratar a ésta con el objeto de tramnsformarla en jaborosa
lactona B (CII), producto natural ya descripto(43’44).

La accion de distintos agentes deshidratantes sobre la acnistoferina
no proporciond remiltados satisfactorios por lo que se optdé por efectuar
las reacciones sobre el diacetato de acnistoferina. Por tratamiento de
este 1ltimo con anhidrido acétioo(193) se obtuvo un Unico producto de reac-
oiém que fue separado del diacetato sin reaccionar por oromatografia
p;eparativa. El producto era inocolorc, hecho que no cabrfa esperar si
fuera el deseado diacetato de la jaborosalactona B que es amarillo. El
espectro de RMP indicaba la presencia de un acetato de enol pues la sefial
de uno de los metilos de los grupos acetato del diacetato de acnistoferi-~
ne en el producto de deshidratacidn habia desplazado su seflal a valores
de campo més altos. En literatura existen varios ejemplos de acetatos de
enoles que resuenan a valores de d menores que un acetato comﬁn(194).

Otra ocaracteristica importante del espectro de RMP indicaba que se hadia
formado un protén olefinico aislado, superpuesto a la sefial del protén de
carbono 2. Se dedujo que estaba aislado, no conjugado con la doble liga-
dura entre los carbonos 2 y 3 , pues las sefiales de los protones de los
carbonos 2 y 3 presentaban las mismas partidionds que en el diacetato de
acnistoferina y resonaban al mismo valor que en ésta. De haberse conjugado
aparecerian a otros valores de & . Esto sdlo podria ser explicable supo-
niendo una isomerizacidn del acetato de enol. Es decir que primero se ha-
tria deshidratado el compuesto, pero no para dar la olefina copjugada es-
perada que es la jaborosalactona B gino que la eliminacién de agua habria

gido con el proton de carbono 6 sobre el que se encontraba un grupo aceta —

to. luego éste 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).

Conviene recalcar que se conocia que sistemas l-oxo-2-eno-5 G ~hi-
droxi, dan por deshidrataciéu una mezcla de dos olefinas?! la conjugada
l-ox0-2,4-diénica y la no conjugada l-oxo-2,5-diénica, siendo mayor in-

0
(11 ). Es de esperar entonces qQue si en

cluso la proporcion de esta ultima
carbono 6 existe un grupo acetoxi, el protén de carbono 6 serid ain més
14bil debido al efecto inductivo poderosamente atractor de electrones
del grupo acetoxi y por tanto sera mas probable la formacién del acetato
de enol. La posterior isomerizacidn del acetato de enol es también bien

(195‘201). El espectro de masa del compuesto deshidratado indica-

conocida
ba un peso molecular de 538 es decir 18 unidades de masa menos que el dia-
cetato de acnistoferinaj las fragmentaciones a nivel del anillo B no con-
tribuyen a aclarar la posicidén de la doble ligadura maxime si no estd con-
jugada pues es bien sabido que pueden haber isomerizaciones en las ole-

finas en el espectrdémetro de masa.

Reaccidn de jaborosalactona A con acido acético.

Esta reaccidén, similar a la anterior, tuvo por objeto verificar la es-
tructure propuesta para la acnistoferina, pero se incluye en este capitulo
porque sus implicancias seflalan un particular modo de reaccidén caracteris-
tico de sistemas l-oxo-2-eno-5 [3 ,6 [3 -epoxi. la reaccién de la 2,3-dihi-
dro=-27-desoxi jaborosalactona A (CIII) con édido:acético conduce al SO =
hidroxi-6 (3 acetoxi derivado CV (Figura 31)(43’44). Sin embargo, em un pos=-

(42)

terior articulo de los mismos autores se seflala Que se obtiene el 5a -
acetoxi-6 [J —hidroxi derivade CXXXII y sin dar mis explicaciones se remi-
te a la publicacidén anteriar para su preparacién. Evidentemente la obten-
cidén del primero es dificil de explicar; de acuerdo a lo indicado en lite-
ratura, en medio dcido deberia formarse el producto de apertura con el

grupo entrante sobre el carbono mis sustituido debido a la mayor estabi~

lidad del ion carbonio terciario (en sentido estricto o llamando asi al
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intermediario con densidad de carga positiva)(Figura 42),
Esta reaccidn de apertura con &cido acético glacial se efectud bajo

(44)

las mismas condiciones que en literatura pero usando a la jaborosalac-—
tona A como sustrato con el fin de analizar si se obtenia (luego de ace-
tilar al hidroxilo de sarbono 27) al diacetato de acnistoferina. Sorpren-
dentemente, el producto de reaccién no fue el hidroxiacetato esperado si-
no la miema mezcla de acetatos endlicos que también se habia obtenido por
deshidratacidén de la acnistoferina. El espectro de RMP de la mezcla de a-
cetatos de enol obtenido a partir de la jaborosalactona A era idéntico
(salvo en el detalle de la no acetilacidn del hidroxilo de carbono 27) con
el del diacetato de acnistoferina deskidratado con anhidrido acético$ lue-
go de acetilar al primero su espectro de RMP resultd idéntico al del se-
gundo. Esto confirma no sdlo la ubicacién de los hidroxilos de la acnisto-
ferina sino tambiém que la apertura del epéxido en la jaborosalactona A

no da el producto "normal" sino aquel que lleva al grupo entrante ( o sea
el acetato) sobre el carbono 6, es decir el menos sustituido. Para deter-
minar sin lugar a dudas la formacidn del acetato de enol se sometié a éste
a una reaccion de saponificacidén$ a temperatura ambiente durante varias
horas en solucion de isopropanol-cloruro de metileno a la que se agrega-
ron unas gotas de HONa acuoso, 83lo se hidrolizd el acetato de carbono 27
segin lo evidenciaron los datos espectroscdpicos; sin embargo, calentan—'
do a reflujo, se logré hidrolizar el acetato de carbono 6 también, aun-
que con bajo rendimiento. El espectro UV del producto aislado revela un
dato importantes la absorcidén de la enona, se trasladd de 220 nm (en el
acetato de enol y aproximadamente en todos los withanélidos con un gru-

po l-oxo-2-eno y una O lactona 0, insaturada en la cadena lateral) a

310 nm lo que indicaba que se trataba de un sistema con la conjugacién

mas extendida.
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Esto podria racionalizarse suponiendo que ocurridé durante la hidrdlisis
un reordenamiento de dobles ligaduras de modo que la inicialmente ubi;
cada entre los carbonos 5 y 6 se desplazd luego para ubicarse entre los
carbonos 4 y 5 y quedar conjugada con el doble enlace entre los carbonos
2y 3y el carbonilo en carbono l. Es decir que el producto formado era'
la Jaborosalactona B (CII-b) (con el hidroxilo de carbono 6 con orienta-
cidén [3). De hecho en el espectro de RMP del compuesto bhidrolizado las
sefiales de los protones viniiicos ya no segufan el patron de particién
caracteristico de la acnistoferina diacetilada y habfan sido reemplazadas
por otrae correspondientes al sistema olefinico de la jaborosalaotona B.
Ademds se observaban en el espectro de RMP dos sefiales de protones perte-
necientes al carbono 19, una de ellas correspondiente a la descrip;a para
la jaborosalactona B y la otra muy probablemente la de su epimero con el
hidroxile de carbono 6 con orientaciém @ (Figura 41). Los isémeros no pu-—
dieron ser separados. Una sefial ancha a 3,67 ppm corresponde al protdn de
carbono 6 unido al hidroxilo. En el espectro de masa, el pico base (m/e=
138) correspondiente a la ruptura entre los ocarbonos 6 y 7 confirma la

estructura propuesta y el peso molecular (454) es el esperado.
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Oxidacidén de acnistoferina (jaborosalactona D)

Para transformar la acnistoferina en un cetol, se empled tridxido de
cromo-piridina. Se pretendia nxidarla selectivamente en carbono 6 pero no
en carbono 27 poar lo que no se empled el reactivo de Jones(203’204).

Ya se ha visto en la seccidén de antecedentes (pégina 53) que ol hi-
droxilo de carbono 27 no es facilmente oxidado por el didxido de manganeso
y se ha comentado ya también de la mayor velocidad de oxidacidén del hi-
dfoxilo alflico de carbono 4 en la withaferina A respecto del hidroxilo
de carbeno 27.

En esta ocasidén se pretendia comparar la velocidad del hidroxilo de
carbono 6 con respecto al de carbono 27 y dado que el de carbono 6 no es
alilico se debidé usar tridéxido de cromo-piridina. El reactivo no fue pre-

(202))

parado de antemano (reactivo de Sarret sino que se decidié generar—

lo "in situ“(142).

Efectuada esta oxidacién se obtuvo una mezcla de acnistoferina sin
reaccionar, el producto deseado en proporcidn mayoritaria (CXXXIII) (Fi-
gura 42) y otro producto, mineritario, que no se analizé pero que muy pro-
bablemente sea el aldehido sobre carbono 27. Separado por cromatografia
rreparativa el producto que se hallaba en mayor proporcioén, mostraba dos
caracteristicas prinoipales en su espectro de RMPs desaparicién de la se-
flal del protdén de carbono 6 e invariancia de la:sefial del metileno de car-
bono 27, si se la compara con el espectro de RMP del compuesto de partida.
Ademds el metilo-19 se desplazdé a campos mds altos indicando una posibdle
modificacidén en los anillos A & B.

Debe apuntarse qQue en la withaferina A la sefial del metilo-19 apare-
oce a 1,42 ppm mientras que en la 4 —dehidrowithaferina A aparéce a 1,37

P o sea que también se desplaza por la presencia del nuevo carbonilo

a campos mas altos.



En el espectro de masa se observa el ion molecular esperado (470),
las fragmentaciones del anillo lacténioco y pérdidas de 28 unidades (CO)

probablemente del nuevo grupo carbonilo introducido en la molécula.

0 0
H‘““m‘ . \\
: iﬁ/\
H

(c11x)

N
T

(exxx1I)

. 55
1
OH
H
acniatofé%ina(hlll—a)

Pigura 42. Apertura del grupo epoxido en un derivado de Jjaborosalactona A

y oxidacién de acnistoferina.




Reaccidn de apertura del epdxido de la 4-dehidrowithaferina A.

Al comentar la reaccion de tiocetalizaoidn de la 4 -~dehidrowithaferi-
na A se menciond que no se usé como catalizador eterato de trifluoruro
de boro pues se comprobd que éste reacoionab; ocon el compuesto esteroidale.
En un intento de investigar esta reaccidén se disolvié a la 4-dehidrowitha-
ferina A en benceno y se le agregd eterato de trifluoruro de boro siguien-
do la reacoidén por cromatografia. A la hora se la dio por concluida, siendo
casi cuantitativa la desaparicidn del producto de partida. Existen antece~
dentes de reacciones efectuadas en estas condiciones sobre epSxidos es-

(205-207) |

teroidales de acuerdo a ellas cabfan dos posibilidadess a) for—
macién de un grupo cetdénico en el carbono 63 b) formacidén de una fluoro-
hidrina.

iés rroductos de la reaccion fueron dos y se aisld por oromatografia
en columna de silicagel al mayoritarioj el espeotro de RMP de éste indi-
caba que desaparecid la sefial del protdn de carbono 6. El espectro de masa
gefialaba un ion molecular de 488 lo que coincide eon el de una hipotética
fluorohidrina. Las rupturas, como se verd en la explicacidén de los espec—
tros de masa, indicaban claramente que se habia inocorporado un atomo de
flior a la molécula y que ademds era probable que fuera un S~hidroxi-6-
flior esteroide. El resultado de la reaccidn puede ser explicado tenien-
do en cuenta que con 5 [3 ,63 epoxicolestanos se obtiene exclusivamente
al 6-cetocolestano 55206’207) (Figura 43) por reaccidén con eterato de tri-~
fluoruro de boro en benceno. Go£.3 o -acetoxi-5 O 4,6 @ —epoxicolestanos
también se produce el 6-~ceto derivado b con mayor rendimiento que aquel
sin el sustituyente en carbono 3 pero mds lentamente. Con 3,8 - acetoxi~
50 ,6 -epoxicolestanos se obtiene en cambio al 5 O -hid.roxi-6ﬂ -fldoxr
derivado ¢ ¥y con el 3 [3 ~acetoxi~5[ ,6 J ~epoxicolestano el rroducto

principal es el 5 0 =flior-6 3 -hidroxi derivado d .
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En loa dos iltimos casos el sustituyente de carbono 3 es el que guia la
reaocidn ya que conduce a dos flurohidrinas respectivamente en las que

el sustituyente 313 esta en posicidn ecuatorial y por tanto es menor la
interacoidén diaxial que surgiria de formarse por ejemplo en el caso del

5 o ,6 0. —epoxicolestano, un 33 - acetoxi (axial)-6-cetocolestano (o°)
(Pigura 4}). En el caso de la 4-dehidro'ithaferina A (LXXXIV-a), el pro-
ducto principal de la reaccidén es la fluorohidrina con orientacién 5[ -
hidroxi=-6 0 -flior (CXXXIV-a)(Pigura 44). Se intenté posteriormente redu-
cir la fluorohidrina con niquel Raney para elimin;r el dtomo de flior,
pero luego de 24 horas de reflujo se obtuvo un producto incoloro mezcla
al parecer, por datos de espectrometria de masa, de productos parcialmen-
te saturados pero con el Atomo de flior inodlume. La obtencidén de un de-
rivado monoacetilado de la fluorohidrina (segin datos de espectrometria
de masa) comprueba fehacientemente la ubicacidn del &tomo de flior y del
nuevo hidroxilo en la moléculas el hidroxilo debe estar en carbono 5 (ter-
ciario) ¥y el flior en carhoﬁo 6 para que la molécula sea monoacetiiahle
(en el hidroxilo de carbono 27); por otra parte, la estereoquimica debe
ser 5 [ pues el hidroxilo oonserva la orientacidn original del epéxido
(5B ,6 3 ) y 6 a pues es bien conocido que la apertura de los epdxidos
es en trans.

La presencia del dtomo de flior queda taﬁbién establecida poi la
pérdida de édcido fluorhidrico y de flior en los espectros de masa del
compuesto CXXXIV-a y de su derivado acetilado CXXXIV-b y la desapari-
cién de la sefial del proidn del carbono 6 del sistema 5[3 ,6 3 epoxi en

el espectro de RMP de ambos certifioa la apertura del epdxido..
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Hidroxilacién de acnisioferina y jaborosalactona A.

La intencidén de hacer esta reacaidén se basaba en el deseo de intro-
ducir nuevos grupos funcion:les en la molécula y la eliminacidn poste-
rior de otros. El proceso inverso, como se vio con la tiocetalizaciodn
¥ reduccidén con niquel Raney, elimin$ mis grupos funcionales de los pre-
vistose En particular la doble ligadura entre los carbonos 2 y 3 es ideal
para la introducoién de rnuevos grupos; Se decidié introducir dos grupos
hidroxilo, uno en el carbono 2 y otro en el carbono 3. El reactivo que
se usd fue tetrdxido de osmio en cantidades cataliticas juntamente con
clorato de potasio que se agrego para regenerar al primero a medida que
iba reaccionando. Este método es ideal para dobles ligaduras conjugadas(zoe).

Se pretendia también efectuar una hidroxilacidén selectiva de la do-
ble ligadura entre los carbonos 2 y 3 sin afectar al doble enlace entre
los carbonos 24 y 25, lo que se esperaba lograr dado el mayor impedimento
estérico que ofrecia esta 1ltima que es tetrasustituida. Con la jaborosa-—
lactona A (LKII) la reaccidn tuvo resultados dudososs en un ensayo pre-—
liminar que se hizo para estimar las posibilidades de la reaccidn, se
afectaron el epdxido y el hidroxilo de carbono 27 de manera no precisada.
Esto condujo a la decisidn de usar como materia prima al diacetato de
acnistoferina que no posee epdxido y lleva protegido al hidroxilo de
carbono 27.

Efectuada la reaccidn en las condiciones antedichas, se obtuvieron
dos productos muy dificiles de separar y en aproximadamente igual pro-
porciéns de la mezcla, sélo uno pudo ser aislado puro el cual, por sus
caracteristicas espectrales parecia ser el producto buscados e} espectro
de BMP no presentaba protones olefinicos y aparecian dos sefiales anchas
a 4,00 y 3,29 ppm que desaparecian al efectuar un intercambio con agua
deuterada y que pueden ser atribuidas por tanto a los hidroxilos intro-

ducidos en la molécula. Ademds su peso molecular concordaba con el es-



-103-

perado y las fragmentaciones de los anillos A y B confirman la estructu-
ra propuesta. los hidroxilos introducidos en los carbonos 2 y 3 lo han
sido presumiblemente con orientacidén 0 segin se desprende del andlisis del
desplazamiento de la sefial del metilo-19; este fue de solamente 0,05

ppm hacia campos bajos, lo que es de esperar cuando se pasa de un 2-eno
aun 2 @ ,30a —dihidroxiesteroide; de ser 2 3 ,3 3 -dihidroxi, deberia
observarse en cambio un desplazamiento mucho mayor a campos bajos.

El segundo producto obtenido fue aparentemente el resultante de la
hidroxilacidén de la doble ligadura del anillo lactdnico.

Purificado el primer compuesto por cromatografia preparativa,se de-
ci1dié eliminar al carbonilo de carbono 1 del compuesto CXXXV (Figura 44)s
vistas las frustraciones logradas con el método de la tiocetalisacidn
¥ posterior reduccién con niquel Raney, se empled una alternativa que con-
siste en fofmar la tosilhidrazona y reducirla com cianoborohidruro de

(209-214 )

sodi o . Esta reduccion se efectud luego de la hidroxilacidén pues

se sabia que en la reduccidn de las cetonas a , 3 insaturadas se produce

(215-217)

+ También puede efectuarse la re-
(218,219)

la migracidén del doble enlace
duccidén con borohidruro de sodio en dioxano » Con respecto a las
limitaciones, la formacidén de la tosilhidrazona conduce en el caso de

a ,[3 epoxicetonas a reordenamientos extranos qQue por ejemplo para un

(220)

3-ceto-4,5-epoxiesteroide da lugar a cetonas se¢co-acetilénicas « Por
eso se eligidé también en este caso una molécula que no tiene epdxido.
Finalmente,sustituyentes en O al grupo ceto a transformar en tosilhidra-

zona, pueden ser eliminados si son buenos grupos salientes(221)

$§ por eso
no se acetilaron los hidroxilos introducidos,ni se protegieron con los
reactivos usuales.

Al compuesto CXXXV se lo hizo reaccionar con tosilhidrazina en etanol

absoluto a reflujo obteniéndose la tosilhidrazona, que de acuerdo a la
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técnica, sin ulterior purificacidn se redujo cen cianoborohidruro de so-
dio y &cido p—toluensulfénice en solucidén de dimetilformamida-sulfolano
(131), pero s6lo se recuperé después de algunas horas a 110-115° al l-oxo-

2a,3a ,50a -trihidroxi-6 [3 y27-diacetoxiwitha-24,25-enélido (CXXXV) de

partidae.
R
0 0
BP3(C,H5),0
s
0 OH
4-dehidrowithafe~— (CXXXIV) - a, R= H
rine A (IXXXIV-a) - b, B= COCH,
H

0
HO-
>
HO"’ \
OH
OAc OAc

diacetato de acnis-
toferina (LXXI-b) (cxxxv)

Figura 44. Apertura del epéxido de la 4-dehidrowithaferina A e hidroxi-

lacidn del diacetzto de acnistoferina.
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CAPITULO 4

INTERPRETACION DE LAS FROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS DE LOS WITHANOLIDOS

HALLADOS EN EL ACNISTUS BREVIFLORUS Y DE LOS WITHANOLIDOS SINTETICAMEN-

TE MODIFICADOS.

BEn la presente seccion se hari referencia a las propiedades espectros-—
copicas, concretamente a los espectros de resonancia magnética protdnica
y de masa, de los withandlidos en general y a las conclusiones que de
ellos pueden extractarse. Para una me jor discusién e interrelacién entre
los diferentes compuestos, los valores de desplazamiento quimico ( ) ) de
1ag seflales mdés importantes de los espectros de resonancia megnética pro-
tonica ban side tabulades y se presentan en la Tabla XVIII.

Idéntico criterio se ha adcptado en el caso de los espectros de masa,
haciendose notar que en las tabulaciones de los mismos figuran todas las
sefiales que corresponden a una relacidén masa/carga (m/e) superior a 40 e
intensidad relativa al ion base mayor del 5%.

Espectros de resonancia magnética protdnica

La enona del anillo A en le withaferina A y derivados se presenta
como un sistema asimilable & un AMX a campos bajos} H_a 6,95 ppm (como
un cuarteto) y Hn.a 6,18 ppm como un doblete; H_ (Figura 45~-a) aparece a
3,75 ppm como un doblete} en este caso, me = O, Por oxidaocion con didxi-
do de manganeso esta ultima (Hx) desaparece y e} sistemg semiquinoide resul-
tante resuena como un singulete a 6,80 ppm. Por'acetilacién, la sefial del
protén de carbono 4 (Ez) se desplaza a 4,66 ppa.

En la jaborosalactona A y derivados, en los que se encuentra ausente
el hidroxilo de carbono 4 (Figura 45-b), el esquema de particidn de la
enona del anillo A es diferentes el hidrégeno de carbono 4 (con orientacidn
[3) que reemplaza al hidroxilo de la withaferina 4 con idéntica orienta-
cién, se dispone en un dngulo de casi 90° con el de carbono 2, por lo que

entre ambos existe acoplamiento alfilico mdximo y la sefial del protdén del
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ocarbono 2 se transforma en un doble doblete. El hidrdgeno de oarbono 4

(con orientacion O ) se encuentra tanto en la withaferina A como en la ja-
borosalactona A casi en el mismo plano que el hidrdgeno de carbono 2 por

lo que no hay partioidén alilica entre ambos. Obviamente el proton de car-—
bono 3 en la jaborosalactona A aparece como un doble doble doblete por aco-—
plarse con el proton de carbono 2 y les dos protones no equivalentes de
carbono 4.

Cuando se hidrogena la withaferina A (saturacidén del doble enlace entre
los carbonos 2 y 3), la sefial de carbono 4 se desplaza a campos altos a
3,5 ppm para dar un triplete como ee podria esperar de la estructura re-
sultante.

En la 3-metoxiwithaferina A, los protones del metilo del grupo metoxi-
lo aparecen a 3,33 ppm. Los protones no equivalentes, adyacentes al carbo-
nilo en la estructura parcial de la Figura 45~oc aparecen oomo la porciodn
AB de 8 lineas de un sistema ABX que reemplaza a las sefiales de los proto-
nes vinilicos presentes en la withaferina 4.

Una sefial bastante ancha a 3,20 ppm que integra para un protén es de-
bida a la presencia de un epdxido en la molécula. En el caso de los witha-

nélidos del Acnistus breviflorus que poseen epdxido, este protén es el del

carbono 6.

La sefial del metileno de carbono 27 em 27-hidroxiwitha-24-enélidos,
aparece como un singulete ancho a 4,36 ppm. Por acetilacidon se desplaza a
4,87 ppm y por hidrogendlisis a 1,94 pmm superponiéndose con la sefial del
metilo de carbono 28 en la 2,3-dihidro-27-desoxiwithaferina A (LXXXII-a,
pigina 54). Bste Wltimo (carbono 28) aparece a 2,05 ppm en la withaferina
A (I). La saturaoidn del doble enlace entre los carbonos 24 y.25 desplaza
la sefial de los protones del carbomno 27 a 1,13 ppm como un doblete y la
de los protones del carbono 28 a 0,92 ppm como un doblete superpuesto al

de los protones del ocarbono 21, em la 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwitha-
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ferina A (LXXXIII-a, pigina 54).

La sefial del protdén en carbono 22 es caracteristica para todos los
withandlidos. Sobre su forma y posicidn influyen evidentemente los reempla-
zantes en los carbonos 20,17 y 23. los compuestos que no tienen hidroxilo
en carbono 20 tienen idéntica multiplicidad de sefiales 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 withanélidos en carbono 22. En el caso de 17a -hidroxiwithandlidos,
esa sefial se presenta en la misma forma pero aparece desplazada a 4,63~
4,70 ppm. Para la determinacion de la orientacidn del hidroxilo de carbono
17 se compara el desplazamiento quimico al pasar de cloroformo a piridina
en el espectro de resonancia magnetica protdnicat como ya es conocido, en
los sistemas ciclicos saturados, los protones que se encuentran en la posi-

cién 1,3 diaxial con hidroxilos dan un desplazamiento hacia campos débiles
cpe1, )(7)

05D5H

En el presente caso para H-18, H-21 y H-22 se tiene A -0,013 -0,16

de 0,2 a2 0,4 (AS

y 0,2 respectivamente. En la Figura 46 se puede apreciar la ubicacidn

espacial relativa de los protormes mencionados.

o,
H
H 0
F&3£1a CH
(a) (v)

PFigura 45. Sistemas de acoplamiento spin — spin en algunos withandlidos.
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8 H
3
13 Cie
77 )20
21 ~
CHj3 22F 0
I1i 0]
OH

Figura 46t’Conformacién alrededor del enlace C 17 - C 20.

Bes factible efectuar un andlisis conformacional de las cadenas late-
rales de esteroides por espectroscopia de resonancia magnética protdnie
oa(222). La conclueidén mas importante es que la conformacidén mds estable
del enlace entre los carbonos 20 y 22 en esteroides sustituidos en el car-
bono 22 es aguella que evita una interaccidn paralela 1,3 entre los sus-
tituyentes del earbono 22 y el grupo metileno de carbono 16, La aplica-
cidn de este resultado & esteroides naturales sustituidos en carbono 22
como las ecdisonas, withandlidos y anteridiol conduce a la asignacién de
conformaciones. Estos esteroides tienen todos 1la configuraciénﬁ pen el
carbono 22 como se aprecia en la Figura A7 en el ocaso de los withandlidos.

las estructuras de a ecdisonay withaferina A determinada por crista-—
lografia de rayos X son consistentes con estas conformaciones determina-
das por RMP(223).

En los withanSlidos que poseen un hidroxilo en carbono 20, el protdn
de ocarbono 22 aparece ocomo un do blete en 4,25-4,30 ppm. Para la determi-
nacidn de la orientacidén del hidroxilo de carbono 20 se comparan las se—

flales de los metilos 21 y 18 con las correspondientes sefiales en el 20 Q

y el 20 (3 hidroxicolesterol. Para los withanSlidos que contienen 1l7a
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¥y 20 0 hidroxilos la sefial de carbono 22 esti desplazada a 4,7 ppm aomo
un doblete y la sefial de carbono 21 aparece a 1,25 ppm.

La sefial del metilo-18 resuena a 0,7 ppm cuandc no hay sustituyente
(en particular oxigenado) en carbono 17 y/o 20. Esta senal se desplaza
sustancialmente con la presencia de un hidroxilo o un carbonilo en el
carbono 12. También el metilo 21 sufre un significativo desplazamiento

en este Ultimo caso.

Figura 47. Conformacién del anillo laoténico.
El uso potencial de los desplazamientos por solvente A (013CD/C6H6)

para la sefial de los protones del carbono 19 en:la resolucién de proble-

mas estructurales y estéricos ha sido mencionadoc por Bhacca y Hilliams(224);

se ha mostrado que tales desplazamientos son Utiles para establecer la re-

lacién espacial entre cetonas y protones cuyas resonancias se pueden dis-

(225)

.« Puesto que los desplazamientos Quimicos

(150,151)

cernir en ambos solventes
en un dado solvente son aditivos s los desplazamientos.por el

solvente en distintos solventes deben ser también aditivos. Esto ha sido
bien demostrado matemdtica y experimentalmente(226).

Por lo anterior se podrfan usar procedimientos de sustraccidn tanto
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para aiglar la contribucidn de un grupo funcional al desplazamiento

quimico como para el desplazamiento por el solvente de un dado protdn

o grupc de protones equivalentes. La interpretacidon de los desplazamien-

tos inducidos por benceno en comparacidén com un solvente no aromdtico camo

Cl4C o 0130H esta basada en una generalizacidn empirica(227):

" 51 se dibuja un plano P de referencia a través del carbono de un grupo

carbonilo en éngulo fecto al enlace C=0, entonces los protones ceroanos a

P muestran desplazamientos muy pequefios} los protones en frente de P son

desprotegidos, mientras que los protones detras de P son protegidos ".
Las miemas conclusiones fueron alcanzadas independientemente por

(225). Desde el punto de vista de esta generalizacién(227)

Bhaoca y Williams
en un l-oxo-5 O esteroide con el anillo A en una conformacién silla, el
metilo-19 esti detrds de P y casi paralelo a é1j en un l-oxo-5 [ esteroi-
de con el anillo A en una conformacién silla, el metilo-19 estid casi en

el mismo plano que el enlace C=0 (relacidn ecuatorial) y estd cercano a

P. Oonsecuentemente el desplazamiento (CD013-C6D6) para los protones del
carbono 19 en un l-oxo-5 0. esteroide debe ser positivo; para el S50 =ooles-
tan-l-ona es + 0,30 ppm (18 Hz). Un desplazamiento ligeramente negativo
debe esperarse para un 1-oxo-5/3 esteroide. En este caso el deslazamiento

(cpecl -06D6) para los protones del carbono 19 es de -6,8 Hz.

3

Este anilisils por desplazamiento con solvente de la sefial del metilo
19 se ha aplicado también con é€xito a los withandélidos que son en su ma-

(228)

yoria l-oxoesteroides + Los estudios de los desplazamientos inducidos
por solventes del metilo-19 entre CCl3D ¥y 06D6-0013D (1!1) en derivados
de withaferina A condujeron en todos los casos, a causa del pequefio des-

plazamiento, a la conclusién de que el anillo A se encuentra en una con-

formacidén tipo bote(39)

s en la cual el grupo hidroxilo de carbono 4 esta

en una posicidn L; axial y el grupo carbonilo de carbono 1 se dirige por
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encima, cerca del metilo-19 (Pigura 48). Estas oonclusiones fueron inde-
pendientemente confirmadas por anilisis oristalogréfico con rayos X del
4w8 ~acetato-27-p—bromobenzoato de la withaferina A(223) que mostraron
que el anillo A estd en una conformacidén tipo bote (y ademds que el ani-
llo B esti en una conformacién de semisilla distorsionada, el anillo C
en una gilla y el anillo D ligeramente desviado de la forma sotre con el

carbono 13 fuera del plano).

Figura 48. Conformaciones de los anillos 4 y B.:

La sefial del metilo-19 esta obviamente influida por los sustituyen-
tes que se encuentran en los anillos A y B. Asf por ejemplo esta sefial
aparece como un singulete a 1,27 ppm en la jaborosalactona A mientras que
en la withaferina A con un hidroxilo extra en el carbono 4 esta sefial se
encuentra a 1,42 ppm. La conversidn del hidroxilo de carbono 4 en una ce-
tona motiva el corrimiento de la sefial del metilo-19 a 1,37 ppm como en

la 4-dehidrowithaferina A (LXXXIV-a, pigina 54). Si se reemplaza el epdxi-
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do de la jaborosalactona A por un grupo hidroxile en carbono 5 y un
grupo ceto en carbono 6, el metilo-19 aparece a 1,07 ppm como en ol
1,6-dioxo~5 O ,27-dihidroxiwitha=-2,24~diendlido (el producto resultan-
te de la oxidacidn de la acnistoferin; - 1XXI-a, pagina 28 - con tridxi-
do de cromo Yy pirtdina); Si en la withaferina A se adiciona metanol al
doble enlace del anillo A, la desaparicidén de los protones olefinicos y
la introduccion de un grupo metoxilo en carbono 3 ocasiona el desplaza-
miento del metilo-19 a 1,29 ppm en la 2,3-dihidro~3-metoxiwithaferina A
(LXX, pégina 28).

La elucidacidn de la estructura de los withandlidos requiere un exten-
so trabajo quimico y de interpretacidn de espectros. La espectroscopia de
RMP y la espectrometria de masa ban jugado importantes roles en la deter-
minacién de la estructura de los withandlidos en los Ultimos 15 afios. A
pesar del gran mimero de datos de espectros de BMP y masa disponibles para
esta olase de compuestos, no es siempre posible establecer sin ambiglieda-
des el esquema de sustitucidn en el esqueleto de los withandlidos3 la

estructura completa de varios withandlidos permanece ain desconocida(229’

230) 133 de varios cientos de

13

« Aunque se han publicado datos de RMN de

(231)

esteroides la aplicacién de la espectroscopia de RMN de ~“C a la e-

lucidacidn de la estructura de esta clase de compuestos ha sido largamen=-

(232)

te ignorada. S6lo recientemente se publicéd bor primera vez la asig-

13C de varios withandlidos

nacidén de las sefiales de espeotros de RMN de
digcutiéndose en dicho trabajo en qué forma esta informacidén puede ser
usada para la elucidacidén de la estructura de estas lactonas estervidales

altamente oxigenadas.
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Figura 55. Espectro de BMP de la withaferina 4 (I).
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Figura 56. Espectro de RMP de la jaborosalactona A (IXIX)
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Figura 57. Espectro de EMP de la 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A (1xx).
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Figura 58. Espectro de BMP de la jaborosalactona D (LXXI-8).
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Figura 59. Espectro de RMP del diacetato de jaborosalactona D (LXXI-b)
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Figura 60. Espectro de RMP de la jaborosalactona E (LXXII-a)
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Figura 61. Bspectro de RMP del diacetato de jaborosalactona E (LXXII-b).
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Figura §2. Bspectro de EMP del l-oxo—2 Q ~acetoxi-3 3 -metoxi—4 0 ,27-

dihidroxi-5 3 ,6 3 —epoxiwitha-24-endlido (CXXII)
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Figura 63. Espectro de RMP de la 2,3,24,25-tetrahidrowithaferina A (CXXIII).
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Figura 64. Espectro de RMP del 1,4-dioxo-5 [3 ,6 [3 —epoxiwithanélido (cxxIv).
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Figura 65. Espectro de RMP del 1 [3 4 8 y27-trihidroxi-5 3 ,6 O -epoxi-

witha-2,24-diénolido (CXXVI-Db)
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Figura 66. Bspectro de RMP del l,4-bis-ditiocetal~hH ,8 ,6B —epoxi-27~

etanotioltioéter-witba-2,24-diendlido (CXXVII).
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Figura 67. Espectro de RMP del compuesto CXXVIII.
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Figura 68. Bspectro de RMP del 27-trifluoroacetato de la 4-dehidro-

withaferina A (CXXIX).
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Figura 69. Espeotro de RMP del compesto CXXX.
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Figura 70. Espectro de BMP del 1,6-dioxo~5> Q s27-dihidroxiwitha-2,24-

dienélido (CXXXIII).
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Figura 71. Espectro de RNP del 1,4-dioxo-5 [3 427-dihidroxi-6 Q -fluor-

witha~2,24-diendlido (CXXXIV-a).

g ot fo_meur s 2 . 1 8
i ) - )

| |
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Figura J2. Espectro de RMP del 1,4-dioxo-5 [3 -hidroxi-27-acetoxi-6 Q -

fluorwitha~2,24-diendlido (CXXXIV-b).
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Pigura 73. Espectro de RMP del l-oxo-2 O ,3a ,5a -trihidroxi-6 [J ,27-
b

diacetoxiwitha~24-enélido (CXXXV)

L _ x

Figura 74. Espectro de RNP del compuesto anterior (CXXXV) luego de

efectuar un intercamdio con agua deuterada.
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Espectros de masae.

La fragmentacidn del esqueleto carbonado puede ser considerada en
dos partest la del anillo D y la oadena lateral por un lado y la del
anillo B por el otro. En el primer tipo estin agrupadas las rupturas
1,2,3 y 4 (Pigura 49) correspondientes respectivamente a la pérdida de
la lactona (ruptura 1), de la cadena lateral (ruptura 2 ), de la cadena
lateral més dos carbonos del amille D (yuptura 3) y de la cadena lateral
mas tres carbonos del anillo D (ruptura 4)(233). En general las tres
dltimas fragmentaciones que pueden involucrar transferencias de hidrdge-
no o reordenamientos son de poca importancia. En general el pico més pro-
minente es el debido a la ruptura del enlace entre los carbonos 20 y 22
dando lugar en todos los withanclidos oon un doble enlace entre los car—
bonos 24 y 25 al ion a de m/e = 125(39) (Figura 49).

En el caso que existe un hidroxilo en ocarbono 27 como en la withafe-

rina A y todos los withandlidos aislados del Acnistus breviflorus, se pro-

duce por esta misma ruptura el ion de m/e = 141, el que por pérdida de
agua forma el ion de m/o = 123 el cual pierde a su vez mondéxido de carbono
para dar el ion de m/e= 95 (Figura 50). Probablemente ocurra otra pérdi-
da de mondxido de carbono que resulta luego en la formacidén del ion de

m/e = 67.

Si en cambio en carbono 20 hay un hidroxilo, el pico base se debe a
la ruptura del mismo enlace entre los carbonos 20 y 22 pero con la carga
mantenida sobhre el cuerpo principal del esteroide. También la presencia
de un hidroxilo en carbono 20 facilita la ruptura del enlace entre los
carbonos 17 y 20 dando un fragmento cargado que corresponde ; la cadena

lateral entera (m/e¢ = 171).
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5 X0 > X0 5
H
2 t ioma (m/e = 125) ¥
M - 155
4
ion b (°11317°2’ m/e = 181) y ¥ - 180
X - 195

Pigura 49. Rupturas de la cadena lateral y del anillo D.

n/e= 67 m/e= 95
Pigura 50. Ulteriores fragmentaciones del amille lactonieco.
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La presencia de un doble enlace entre los carbonos 20 y 22 afect&
sensiblemente estas rupturas segin se aprecia en la Figura 51. la presen-
cia de hidroxilos en carbono 17 y oarbono 20 favorece la ruptura entre los

0(18). En la Pigura 52 se encuentran esquematizadas las

ocarbonos 17 y 2
rupturas méds importantes para este ultimo casoe.
La fisién del anillo B puede ser considerada como promovida por un

(43) para dar el ion M°(Figura 53). Produ-

reordenamiento de Mc Lafferty
cido este reordenamiento caben luego tres posibilidades (Figura 53): la
£isidén 6 con reordenamiento del epdéxido conduce al ion C, el que puede
ulteriormente perder acetileno para dar el ion e , mientra;‘que la fisidn
7 da el ion d y/o el 4°. La pérdida del fragmento ¢ con una transferencia
de hidrégemo puede ser asignada al ion de m/e = 2853 la doble fisiém 8 es
responsable de los iones £ y del de m/e = 331 (después de la transferen-
cia de un hidrégenoc).

Si el withandlido es acetilado oourren pérdidas de 60 unidades de ma-
sa (4cido acético). En general siempre se observan pérdidas de agua (2,3
y hasta 4 moléoulas). Si el withandlido es clorado (oomo la Jaborosalac-
tona E - LXXII, pdgina 28) o fluorado (como la fluorohidrina obtenida por
tratamiento de la 4-dehidrowithaferina A con eterato de trifluoruro de
boro-CXXXIV, pégina 104=) se observan las pérdidas de dcido clorhidrioo
y fluorhidrico respectivamente.

la ausencia del epdxido modifica el esquema de fisidn del anillo B.
Asf en el caso de la acnistoferina (LXXI, pigina 28) es preponderante 1a
ruptura entre los carbonos 5 y 6 (Figura 54) mientras Que en el produoto
de oxidacién de la acnistoferina con cr03-0535N (CXXXIII, pigina 98) es
importante la pérdida consecutiva de agua y mondxido de carbono, éste dl-
timo probablemente proveniente del nmuevo grupo carbonile introducido en

el carbono 6. Otros grupos funcionales, como el metoxilo de la 2,3-dihi-
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dro-3-metoxiwithaferina A delata su pregencia por la pérdida de metanol.

-~

A
N m/e= 180 /

Figura 51. Rupturas del anillo D en un witha-20(22)-endlido.

Figura 52. Rupturas de la cadena lateral y del anillo D ern withandlidos
con sustituyentes oxigenados en los oarbonos 17 y/o 20.
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Figura 53. Reordenamientos y fragmentaciones comunes en 5 3 ,6 [ -
"epoxiwithandlidos.
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I

i COH H
HQD g (n/e = 125)
Figura 54. Ruptura del enlace entre los carbonos 5y 6 en withandlidos

sin epdxido en esa posiciodn.

OH
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Tnterpretacidn de los espectros de masa de los withandlidos.

Withaferina A (I - pig. 3 ) (Fig.75 )

m/e

470
452
434
416
47
197
141
131
124
123

95

Jaborosalactona A (LXIX ~ pig. 28

n/e

454
436
418
400
313
295
225
197
151
141

Intensidad relativa (%)

3,45
5,75
4,6
2,3
13,8
23
67,8
13,6
100
64,4
86,2

Intensidad relativa (%)

10,11
10,5
7537
5426
15,05
8,42
45,16
33,3
60,22
100

) (Fig.76)

Asignaocion tentativa

w*
M -18

M-2x18

M--3x18

M-ione (Fig.53)
ion b (Fig.49)
ion a

ion a: - 2 x 18 (Fig.53)
ion f (Pig.53)
141 - 18

123 - 28

Asignacidon tentativa

- 18

-2 x 18

-3x iS

- 141

313 - 18

ruptura 4 (Pig.49)
ion b (Fig.49)
ion d' (Fig.53)

ion a

o o=

2,3-dihidro-3-metoxivithaferina A (IXX - pig. 28 ) (rig.77)

n/e
502
484
470
347
199
197
141

Intensided relativa (%)

3405
57
4,5
16,3
31,0
42,8
100,0

Asignacidn tentativa

M - 18
M - 32 (metanol)
M-e

jon ¢ (Pig.53)
ion b (Pig.49)
ion a (Fig.49)
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2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A (Contimuacidn)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacién tentativa
123 71,4 141 - 18
95 100,0 123 - 28

Jaborosalactona D (acnistoferina) (LXXI-a - pég. 28) (Figura 78)

m/e Intenmidad relativa (%) Asignacidn tentativa
472 1,6 N

454 352 M~ 18

436 Ty4 M-2x18

418 6,8 M- 3x 18

400 2,6 M-4x18

331 27,3 M- 241

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 (Fig.54)
123 45,4 141 - 18

105 50,0 11 -2 x 18

95 12,1 123 - 28

67 81,8 95 - 28

55 100,0 c 4137*

Diacetato de jaborosalactona D (IXXI - b - pig. 28 ) (Fig.79)
n/e Intensidad relativa (%) - Asignacién tentativa
558 0,49 M+2

557 1,16 MN+1

556 1,02 M

496 7566 M - 60

478 19,21 M - 60 - 18 .

436 11,58 -2 x 60

418 55, 38 M-2x60-18

400 22,85 M-2x60~2x18
373 40,35 M - 183

313 15,37 373 - 60

295 43,39 313 - 18
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Diacetato de jaborosalactona D (Contimuacién)

m/e Intensided relativa (%) Asignacidn tentativa
243 17,18 ruptura 4 - 60 (Fig.49)
239 94,83 ion b (Fig.49)
225 100 243 - 18

211 34,37 jon ¢ (Fig.53)
197 38,32 ion d* (Fig.53)

. 183 49,68 ion a (Pig.49)

179 61,34 239 - 60 § 197 - 18
151 24,46 211 - 60

137 20,49 197 - 60

133 28,43 211 - 60 - 18

125 51,18 ion g (Pig.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,T1 123 - 28

67 24,96 95 - 28
Jaborosalactona E (LXXII - a -~ pig. 28 ) (Fig.80)
n/e Intensidad relativa (%) Asignacién tentativa
492 0,47 M+ 2
490 1,12 M

472 1,17 M - 18

454 10,92 S M- 36
436 19,88 454 - 18

418 8,36 436 - 18

400 3,84 " 418 - 18

225 24,73 ruptura 4 - 18 - 36

197 42,14 rupturas 3

175 12,51 ion 4! (Fig.53)
173 23,69 ion 4!

171 34,03 ion ¢ - 18 (Fig.53)
169 10,22 jon o ~ 18 (Fig.53)
157 34,98 175 - 18

155 10,98 173 - 18
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Jaborosalactona E (Continuacidn)

m/e Intensidad relativa (%) Asignacidén tentativa

151 21,44 ion ¢ - 36 (Pig.53)

145 31,40 ion g (Pig.54)

143 22,25 ion g (Fig.54)
141 82,40 ion a

137 15,37 jon 4 - 36

133 38,37 ion ¢ - 36 - 18

123 74459 ion a - 18

119 31,27 ion ' - 36 - 18

105 44,09 123 - 18

95 87,36 123 - 28

67 100 95 - 28

Diacetato de jaborosalactona E (LXXII - b ~ pdg. 28 )

(Fig.81)

m/e Intensidad relativa (%) Asignacidn 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 M - 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 (Continuacién)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacidn tentativa
145 22,06 ion g (Fig.54)
143 20,81 ion g (Fig.54)
133 22,61 ion ¢ - 60 - 36
123 82,34 ion a - 60
119 22,99 ion d' - 60 - 36

. 105 39,92 123 - 18
95 18,41 123 - 28
67 11,28 95 - 18
43 100,0 c3ﬂ7+

2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferina A (LXXXIII - a - pag. 54 )

(Fig.82)
n/e Intensidad relativa (%) Asignacidn tentativa
458 2,7 M
440 9,5 M- 18
422 544 M-2x 18

127 36,5 : ion a

126 60,8 ion f (Pig.53)
109 36,5 127 - 18

99 29,7 127 - 28

81 58,1 99 - 18

55 100 c,B.*

4°7
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4-dehidrowithaferina A (LXXXIV - a - pig. 54 )} (Fig.83)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacidén tentativa
469 1,49 M+ 1

468 5,917 M

450 2,23 M - 18

432 2,24 M-2x18

414 1,49 M-3x18

297 27,61 ruptura 3 (Fig.49)
141 100,0 ion a (Fig.49)
123 70,9 141 - 18

105 29,10 123 - 18

95 61,90 123 - 28

67 47,0 95 ~ 28

151 35,07 ion d!' (Fig.53)

5 o -witha-24-enélido (XCI - pig. 91 ) (Fig.84)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacién tentativa
412 1,9 M

397 759 M-15

217 22,93 ruptura 4

149 17,29 anillos Ay By C 19
125 100,0 ion a (Fig.49)
107 21,8 125 - 18

97 18,8 125 - 28
Jaborosalactona B (CII - pig. 96 ) (Pig.85) .

n/e Intensidad relativa (%) Asignacién tentativa
455 1,49 N+1

454 2,99 M

436 4,48 M- 18

418 3,0 M-22x18

313 5,97 M - 141

225 20,15 ruptura 4 - 18

197 17,16 ruptura 3

141 26,0 ion a (Fig.49)
138 94,03 jon 4 (Fig.53)

137 18,66 ion a* (Fig.53)
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Jaborosalaotona B (Contimuacidn)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacion tentativa
133 30,6 ion o - 18

119 21,64 137 - 18

123 37,31 141 - 18

67 48,50 95 - 28

43 100 C3H_,+

2Q -acetoxi-3/3 -metoxi-2, 3-dihidrowithaferina A (CXXII - pig. 76 )
(rig.86)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacidén tentativa
561 0,43 M+

560 1,03 M

530 1,28 M - 30

528 1,00 M - 32

512 1,00 530 - 18

500 3,08 N - 60

482 3,60 M- 60 - 18

470 4,36 M - 60 - 30

468 3,60 M-60 - 32
452 4,87 M - 60 - 30 - 18

434 4,1 M-60-3-2x18
416 6,66 M-60-3-3x18
389 5,64 _ ruptura 2 (Fig.49)
329 5,38 " ruptura 2 - 60

199 23,75 ion e ~ 32 (Fig.53)
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 52,5 95 ~ 28

+
43 100,0 .
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2,3,24,25-tetrahidrowithaferina A (CXXIII - pdg. 76 ) (Fig.87)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacién tentativa
474 0,76 M

456 6,21 M - 18

438 10,6 M-2x18

420 6,06 M-3x18

402 1,97 M-4x18

199 7,44 ruptura 3

169 51,51 ion ¢ (Fig.53)
143 10,6 ion a (Fig.49)
125 59,1 ion a - 18

126 87,9 ion f (Fig.53)
97 71,21 125 - 18

<+

41 100,0 chS
1,4-dioxo-503 ,6083 ~withanélido (CXXIV - pig. 76 ) (Fig.88)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacién tentativa
456 2,98 M

438 1,49 M- 18

420 1,12 M-2x18

167 70,9 ion o (Pig.53)
183 20,9 ruptura 3

127 100,0 ion a (Fig.49)
109 39,55 127 - 18

81 42,54 109 - 28
1,4,27-tribidroxi-5/[ ,6 0 -epoxi-24-withandlide (CXXV - pig. 81 )
(Frig.89)

m/e Intensidad relativa (%) Asignacidén tentativa
474 0,24 N

456 5,4 M - 18

438 2,7 M-2x18"

420 4,05 M-3x18

197 39,2 ion b (Fig.49)
145 29,7 ion ¢ (Fig.53)
141 51,4 ion a

123 62,2 141 - 18
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1,4,27-trihidroxi~5 (3,6 B~epoxi-24-withanélido (Continuacién)

m/e Intensidad relativa (%) Asignacién tentativa

121 35,1 ion d' - 2 x 18 (Fig.53)
109 37,8 ione =2 x 18 (Fig.53)
105 54,1 123 - 18

95 83,8 123 - 28

67 86,5 95 - 28

55 100,0 0437+

1,4,27-trihidroxi-5 (3,6 3 -epoxiwitha—2,24-diendlido (CXXVI - pig. 81 )

n/e Intensidad relativa (%) Asignacién tentativa
472 Ty35 M
454 10,29 M - 18
426 66,91 M- 18 - 28
408 23,53 M-2x18 - 28
197 31,34 ion b (rig.49)
143 46,217 jon e (Pig.53)
141 49,25 ion a (Fig.49)
133 56,72 jon ¢ -2 x 18 (Fig.53)
125 41,79 143 - 18
123 58,21 141 - 18
119 37,32 jon d' - 2 x 18 (Fig.53)
107 85,07 125 - 18
105 68,66 123 - 18
95 97,01 123 - 28
67 79,10 95 - 28
55 100,0 c411_,+

Bisditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A (CXXVII - pig. 91 )

(Fig.91)

n/e Intengided relativa (%) Asignacién tentativa

620 1,5 X (696) - 76 (°3Hes)

604 2,25 M- 92 (023234)

152 45,1 jon a - 18 - 47 (HéC-SH)
105 94,0 152 - i?

119 24,80

C4H7S2
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Bisditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A (Continuacién)

m/e Intensidad relativa (%) Asignacidén tentativa
131 23,30 C5H782+
94 88,0 HSCH,CH,SH"
61 87,22 CH,CH,SH'
60 100,0 CH,=CHSE"
47 86,47 CH,=SH"
Compuesto CXXVIII ~(pdg. 91 ) (Fig.92)
n/e Intensidad relativa (%) Asignacidén tentativa
414 0,78 .. M
413 0,61 M* + 1
412 1,7 M
411 0,64 MYt 4+ 1
410 1,89 M
399 0,53 M- 15
397 1,09 M' - 15
395 0,68 MY - 15 ’
217 17,81 rupt.4 (anillo A saturado)
(Fig.49)
149 100,0 anillos A + B + an 19
(ver pég.50)
127 7,49 ion a (saturado)
125 16,76 ion a (insaturado)
97 27,36 125 - 28
69 29,71 97 - 28
27-trifluoroacetoxi—4-dehidrowithaferina A (CXXIX - pdg. 91 ) (Fig.93)
m/e Intensidad relativa (%) Asignacidn’tentativa
564 2,04 N ,
436 6,86 M - CHy0COCF,
152 10,29 ion d  (Fig.53)
151 43,50 ion 4! (Fig.53)
149 100 ion a ~ H20-H0F3
147 15,50 rapt.3 ~ 18 - CHBOCOCF3

139 16,05 ion e (Pig.53)
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2[-trifluorocacetoxi-4-—dehidrowithaferina A (Continuacién)

n/e

131
97
71
69

Intensidad relativa (%)

18,13

22,64
71,12
82,46

Asignacion tentativa

149 - 18

* = c-CF,
+

(CF,H,)

CF3+

Mezcla de acetatos de enol (CXXX - pdg. 96 ) (Fig.94)

m/e

538
478
436
418
403
400
239
225
183
123
119
105

95

67

1,6-dioxo=5Q 427~dihidroxiwitha-2,24-diendlido

Intensidad relativa (%)

2,2
6,7
4,4
15,8
7,8
546
24,4
64,4
13,3
35,6
55,6
31,1
33,3
44,4

(Fig.95)

m/e

411
470
452
437
434
424
419
416
406
381

Intensidad relativa (%)

1,18
3,73
4,18
2,64
2,64
2,36
2,18
2,18
2,09
1,82

Asignacion tentativa

M

M - 60

M- 60 - 42
M~-2x60
M-21x60-15
M-2x60-18
ruptura 3
ruptura 4 - 60
ion a (Fig.49)
ion a - 60

ion d' - 60

ion a - 60 - 18
ion a - 60 - 28
95 - 28

(CXXXIII - pig. 98 )

Asignacidn tentativa

M+1

=

- 18

- 18 - 15
-2x18

- 18 - 28

2x18 - 15
-3x18

-2x18 - 28
-2x18 - 28 - 15

< - - - - - - -
i
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1,6~dioxo-5Q ,27-dihidroxiwitha—2,24-dienélido (Continuacidn)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacidén tentativa
141 35,0 ion a (FPig.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 csnao+

67 49,25 95 - 28

1,4-dioxo-58 ,27-dihidroxi—6 & ~fluorwitha-2,24-dienb1lido

(CXXXIV - a - pig. 104 ) (Fig.96)

n/e Intensidad relativa (%) Asignaciodn tentativa
489 1,98 M+ 1
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 ¢ (Fig.53)
171 11,46 ion 4° (Fig.53)
153 10,62 171 - 18
152 11,05 171 - 19
151 19,55 171 - 20
141 100,0 ion a (Fig.49)
125 22,09 jon g (Fig.54)
123 72,24 141 - 18
107 37,04 125 - 18
105 29,34 123 - 18
95 97,78 123 - 28

67 12472 95 - 28
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1,4~d40x0~53-hidroxi-6 O —fLior—2 T-acetoxiwitha-2,24-diendlido

(CXXXIV - b - pag. 104 ) (*ig.97)

m/e Intensidad relativa (%) Asignacidén tentativa
531 0,6 M+1

530 3,03 N

510 2,88 M - 20 |

482 5,0 M -20 - 18

470 18,94 M - 60

432 10,6 M- 60~ 20 - 18
414 3,19 M-60-20-2zx18
239 37,9 ruptura 4 - 20 - 18
183 37,88 ion a (Fig.49)
151 22,72 ion 4' - 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 12,72 95 - 28

2,3,50 ~trihidroxi~6 B 4 27-diacetoxi-l-oxowitha—24-endlido

(CXXXV ~ pig. 104 ) (Fig.98)

n/e Intensidad relativa (%) Asignacién 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-60-2x18
470 1,50 M -2 x 60
452 2,40 MN-2x60-18
183 6433 ion a (Pig.49)
171 19,73 ion 4' - 60 (Fig.53)
123 8,55 183 - 60
105 11,69 123 - 18
95 16,57 123 - 28
43 100,0 c.mt

377
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Figura 77. Espeotro de masa de la 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A (I1XX)

100 =

s0 150
SED» 4 LN ANISTOPEAIN

Figura 78. Espectro de masa de la jaborosalactona D (IXXI-a)
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Figura 81. Espectro de mesa del diacetato de la jaborosalactona E (LIIIII—b)
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Figura 82. Espectro de masa de la 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferi-

na A (LXXXIII-a)
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Figura 93. Espectiro de masa del 27-trifluorocacetato de la 4-dehidro-
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Figura 94. Espectro de masa del compuesto CXXX.
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CAPITULO §

PARTE EXPERIMENTAL

(eneral.

Los puntos de fusion fueron determinados con un aparato Pischer-Johns
Y no han sido corregidos.

los poderes rotatorios fueron determinades con un polarfmetro auto-
matico Perkin-Elmer modelo 1413 la temperatura fue la ambiente ; la con-
centracidn y el solvente se indican en cada caso particular.

los espectros de absorcidén en el infrarrojo (IB) se realizaron en dis-
persidn en nujol excepto en los casos en que se indica lo contrario, con
un ¢spectrofotémetro Perkin-Elmer modelo 421, o con un espectrofotdmetro
Perkin-Elmer modelo 137, Infracord.

Los espectros de absorcion en el ultravioleta (UV) se realizaron en
solucidn de etanol 95% en un espectrofotdmetro Beckman DK~2A.

Los espectros de resonancia magnétice proténica (RMP) se efectuaron
a 60 MHz con un espectrdmetro Varian A-603 se utilizé cloroformo deute-
rado como solvente excepto en los ocasos en que se indica lo contrarios
en todas las determinaciones se utilizd tetrametilsilano (TMS) como sefial
de referencia interma. los desplazamientos quimicos se expresan en )
(ppm) Y las constantes de acoplamiento (J) en Hs ) se indiocan en cada caso
como s$ singulete, ds doblete, dds doble doblete, ddds doble doble doble-
te, ts triplete, ¢ cuarteto, ms multiplete, b.a.s banda ancha.

los espectros de masa (EM) se realizaron a 70 eV en un espectrdmetro
de masa Varian-Mat CH-7 y con un espectrémetro de masa Varian-Mat CH-TA.

Las cromatografias gas-liquido (ogl) de los ésteres metilicos de los
acidos grasos, del insaponificable y de los esteroles fueron realizadas
con un cromatdgrafo gaseoso dual Hewlett-Packard 5830 A con detector de
jonizacién de 1lama (FID). Para el andlisis de los ésteres metilicos de

los acidos grasos se empled como fase fija DGS (dietilénglicolsuccinato)
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15% en Chromosorb W-AW DMCS (60-80) en condiciones isotérmicas (190°).,

Para el anialisis de los esteroles se utilisdé como fase fija SE-30 3%
en Chromosorb W~AW DMCS desde 150° hasta 280° incrementando la temperatura
a razén de 6°/min. La identificacién de los esteroles se realizé por compa-
racion de sus Tr con los de patrones en iguales oondiciones y fueron luego
oonfirmadas por espectrometria de masa.

Para el andlisis del insaponificable se empled una columna de vidrio
rellena con OV 17, 3% sohre Chromosorb WAW DMCS variindose la temperatura
desde 200° hasta 280° a razén de 6°/min.

Las cromatografias gas-liquido de los hidrocarburos fueron realizadas
en un cromatégrafo gaseoso Hewlett Packard 5750 con una columna de acero
conteniendo como fase fija OV 17, 2% sobre Chromosorb G H -~ P (80-100) y
detector de ionizacidén de llama variédndose la temperatura desde 190° hasta
290° a razén de 4°/min.

Las cromatografias gas-liquido combinadas con los espectros de masa
se realizaron con un cromatégrafo Varian 1400 acoplado a un espectrdémetro
de masa Varian-Mat CH-TA$ el sistema acoplado era comandado por una ocom-
putadora Varian-Mat Spectro System 166 con teletipo Pektronix 4010-1 e
impresor Tektronix 4631.

La cromatografia en capa delgada (ccd) se realizé utiligando como
fase fija Silicagel-~G (Merck) ¥y oomo reveladores vapores de iodo o dcido
sulfirico 50% en las cromatografias analiticas. En las cromatografias pre-
parativas se empleé Silicagel PP 254 & Silicagel PF 254 + 366 observando
a8 la luz ultravioleta a 254 nm. Los sistemas de desarrollo utilizados
fuerons 1) ciclohexano, 2) ciclohexano-benceno (131), 3) benceno, 4) clo-
ruro de metileno, 5) cloruro de metileno-1% metanol, 6) benceno—4% meta-
nol, 7) cloruro de metileno-5% metanol.

Las cromatografias en columna se realizaron utilizando como adsorbente



-162~-

Silicagel Davison (malla 100-200).

Las cromatografias liquidas a mediana presidén se llevaron a cabo con
columnas preempaquetadas de Silicagel 60, tamafio "C" (Merck); el solvente
de desarrollo era impulsado por una bomdba Prominent-Electronic 1001 SC I
provisto de un amortiguador de pulsos. La velocidad de desarrollo fue ge-
neralmente de 5,2 ml/min.

Los microandlisis fueron realizados por la Doctora B. B. de Deferrari
y la Licenciada Z. M. Marcote (UMYMFOR,CONICET-FCEN).

Los solventes fueron evaporados a presidén 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
(11 litros) durante 11 dfas. E1l extracto metanSlico se oconcentrd hasta un
volumen de 5 litros y se llewd a un volumen de 10 litros con agua. La so-
lucidén metanélica acuosa se extrajo en ampollas de decantacidn con éter
de petrdleo (25 litros en total) para desengrasar y eliminar algunos pig—
mentos. Esta solucién se secd sobre sulfato de sodio, filtrd y evapord
obteniéndose un ;esiduo aceitoso verde oscuro que se conservd para su pos-—
terior estudio.

La solucidn metandlica acuosa restante se reextrajo con éter etilico
(28 litros en total). El extracto etéreo se seod sobre sulfato de sodio
anhidro (2 kg) durante dos dias, se filtré y evaporé a sefuedad obtenién-
dose un residuo sdlido verde oscuro (55 g). El residuc no extraible de
la planta fue de 2,73 kg.

En las extracciones que se hicieron con etanol en reemplazo del meta-
nol, la técnica empleada fue idéntica salvo en algunos detalles de indo-
le cuantitativas la cantidad de planta fue de 3,113 kg (parte aérea entera)
¥ la extraccidn con el etanol se efectud por un espacio de 5 dfas solamen-
te. E1l residuo del extracto de éter etilico.fue'en esta ocasidn de 87 g.

y el residuo no extraible de la planta por el etanol, de 2,81 kg.

Tembién se probd de mejorar el rendimiento de la extraccidén (en witha-
nélidos) extrayendo hojas solamente de la planta en vez de toda la parte
aérea. La recoleccién de las hojas de la planta se realizd en el mes de
agosto; 3,1 kg de hojas se extrajeron con etanol (12 litros) y se siguid
con el procedimiento anmtes indicado obteniéndose 84 g de residuo de ex-
tracto de éter etflico. En este iltimo caso, la dWnica diferencia aprecia-

ble con respecto al segundo fue que era mayor la proporeidn de pigmentos
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menos polares en relacidén a los mds polares (situacidn inversa a la que
se observaba con los extractos ebtenidos de la parte aérea de la planta).

Para separar los withandlidos presentes en el extracto de éter etfli-
co se montd una columna con aproximadamente 600 g de silicagel G en la
que se sembraron por medio de una pastilla (relacidn masa de adsorbente
a masa de extracto seco = 131) 20 g de extracto de éter etilico. Para re-
coger las fracciones se empleé un colector automitico de fracciones regu—
lado de modo tal que cada cuatro horas se recogia una fraccidn de 100 ml
aproximadamente. En la Tablé XIX estén explicitados las mezclas de sol-
ventes de elucidén empleados, las fracciones recogidas con ellos y las
fracciones en las que fueron hallados los esteroides.

El ejemplo de la tabla corresponde a la cromatografia del extracto de
éter etilico obtenido de planta entera por extraccidn inicial de la mis—
ma con etanol.

En la Tabla XX se encuentran los datos correspondientes a la cromato-
graf{a del extracto de éter etilico obtenido de planta entera por extrac-
cidén inioial de la misma con metanol. En este Ultimo caso se obtuvo en
las mismae fracciones que la withaferina A (I), a la 2,3~dihidro-3-metoxi
withaferina A (Lxx), disminuyendo entonces ldgicamente la proporcidn en
que se encontraba la primera dado que la ﬁitimé ers él producto de la
adicién de Michael del metanol a la withaferina A segin se explicd antess
La proporcidn del producto artificial dependia del tiempo de extraccidn.

En el extracto de éter etilico de hojas de Acnistus breviflorus era

mayor la proporcidén de jaborosalactona A (LXIX) ¥ menor la de withaferina
A con respecto a la misma de planta entera reaolectada en diciembre.
En resumen, las Tablas XIX y XX sufren modificaciones cuantitativas

segin la época de recoleccidén y parte de la planta usada.
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Blucidén de withandlidos de un extraocto de éter etilico correspondiente

a la parte aérea entera de Aonistus breviflorus recolectada en el mes

de diciembre y sometida & un prooceso inicial de extraocidon con etanol

Maga de extracto de éter etilicos 20 g

AdsorbentetSilicagel G (Davison), malla 100-200

Masa de adsorbentes: 600 g

Método de siembrat pastilla (20 g de extracto + 20 g de siliocagel)

Fracciones
1-50
51-100

101-160
161~200
201-250
251-300
301-350
351-400
401~470

Fracciones

1-109

110-156
157-169
170-247
248-353
354-370
371-470

Solvente de elucidn

0120112

clzcnz-o,s% MeOH

012032-1,0% MeOH

C1,CH,~1,5% MeOH
c12c32-2,o% MeOH

012CH2—2,5% MeOH

012c32-3,0% MeOH
c12032-3.5% MeoH

- 0
C1,0H, 4,0% MeOH

Masa(g)

0,5

3,2
1,8
1,4
559
1,1
9,1

Fracciones Esteroide
110-156 JLA
170-247 JLE
248-350 WA
354-370 WA + JLD
371-470 JLD
Observaciones

semisdlido anaranjado y
aceites incoloros varios
JLA, pigmentos y resinas
JLA, pigmentos y JLE

JLE

WA, pigmentos y resinas
WA,JLD y pigmentos

JID y pigmentos

Notat JLA= jaboroszlactona Aj; JLE= jaborosalactona E;

JLD= jaborosalactona D (acnistoferina)
WA= withaferina A
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TABLA XX

Elucidn de withandlidos de un extracto de éter etflico correspondiente

2 la parte aérea enitera de Acnistus breviflorus recolectada en el mes

de diciembre y sometida a un proceso inicizl de extraccién con metanol

Masa de extracto: 20 g
Adsorbentes Silicagel G (Davison), malla 100-200
Masz de adsorbentes 600 g

Rétodo de siembras pastilla (20 g de extracto + 20 g de Silicagel)

Fracciones Solvente de el&cién Fracciones Esteroide

1-75 ClQCH2

76-150 0120H2-0,5% MeOH

151200 c120H2-1,oﬁ lieOH 152-192 JLa

201-250 c1zcnz-2,o% MeOH 193-293 JLA + JLE + WA

251-300 C1,CH,~2,5% MeOH 294-400 nWA + WA

301-400 -c12CH2-3,0% MeOH 401-432 WA + JID

401-490 0120H2—4,0% HeOH 434-490 JID

Fracciones Masa (g) Observaciones

1-151 0,7 Aceites y pigmentos varios

152-192 1,64 JLA, resinas y pigmentos

193-293 4,23 J1LA + JLE + WA, pigmentos
y:resinas

294-400 5,9 mWA + WA, pigmentos y
resinas

401-432 1,5 WA + JLD y pigmentos

433-490 4,6 JLD y pigmentos

Notas JLA = jaborosalactona A} JLE = jaborosalactona Ej
mWA = 2,3-dihidro~3-metoxiwithaferina A3 WA = withaferina A

JID = jaborosalactonz D (zcnistoferinz).
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Purificacidén de jaborosalactona A (ILXIX).
Las fraccioned 110-156 (ver Tabla XIX) fueron recromatografiadas en

columna de silicagel para eliminar los pigmentos ¥y las resinas.

las fracciones cen que se halleba el esteroide se unieron y evaporaron.

El residuo (1,4 g) se recristalizd tres veces de alcohol, pero habiendo
comprobado que éste no eliminaba ain las impurezas se recristalizd la
ﬁrimera vez de acetato de etilo—éter de petrdleo lo que dio lugar a un a-
ceite que cristalizd dificultosamente. lLuego se procedid a recristalizar
con etanol pues el rendimiento era mucho mayor con este solvente. Se
obtuvieron 400 mg de jaborosalactona A de punto de fusidn 222-223° (1lit.t
215-220°(44).

IRs 3500, 1695,1670, 1135,.1000, 970, 850, 800 cm
Uvs xméxf 219 nm ( € =19000)

[0] = + 90° (c=0,993 C1,CH)

RMP y EM3 ver Cap. 4

Purificacidn de withaferina A (I).

En el caso de haber usado etanol como solvente de extracci6én, la wi-
thaferina A obtenida en las fracciones 248-353 (ein contaminar por el pro-
ducto artificial que no se forma con etanol) se purificd por columna de
silicagel para eliminar los pigmentos que la acompafiaban y se recrista-
1liz8 la primera vez disolviéndola en acetato de étilo, solvente en el cual
es casi insoluble al estado puro y dejando que precipitara lentamente del
seno de la solucidn; luego se la recristalizd una vez mas de acetona- éter

de petrdleo; pfs250-252° (lit-3245-248(10) Yy 252—253°(39)).
IR: 3400, 1680,1670, 1220, 1020, 920, 800 cm
UVs )\m-é%f 215 np ( € = 18000)
[ajD= . +.120° (c= 1,2 ClBCH)

RMP y EM$ ver Cap. 4
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Purificacidn de 2,3-dihidro~3-metoxiwithaferina & (IXX).

Este esteroide se separd de su mezcla con withaferina A (en las frac-
ciones 294-400 del extracto de éter etilico obtenido a partir del extrac-
to metandlico inicial)(ver Tabla XX) por columna de silicagel a mediana
presién en relacién 1003l de adsorbente a mezcla después de haber limpia-—
do la mezcle de pigmentos por una cromatog%afia previa en silicagel. La
243-dihidro-3-metoxiwithaferina A se recristalizd de acetona~éter de pe-

trdleoc.

“pf.s 242-243° (lit.s242-243° (10’39))
IRs 3400, 1680,1670, 1090, 1010,780 cm -
Uvs kméx.=217 nm ( € = 9500)

[GJD- +19° (o= 1,05 C1,CH)

BMP y EMs ver Cap. 4

Purificacién de jaborosalactona D (acnistoferina) (LKKI)

En ocasiones precipitaba en largas agujas de las mismas fracciones
en que se obtenla directamente de la columna en que se cromatografiaba el
extracto de éter etilico. En otros casos, por recromatografia y dos re-
cristalizaciones o por recristalizacidn directa de etanol de los residuos
resultantes de evaporar las fracciones en las que se hallaba, se obtenia
el esteroide puro de pf.s 285-288° (1lit.s 277-2é9°(42))
IRs 3300, 1700, 1050, 960, 870 cm *
ovs Xméx.- 221 nm ( € =16000)
CGJD- + 99,6° (o= 2,73 C1,CH-MeOH (614) )
RMP y BMt ver Cap. 4

Acetilacidn de jaborosalactona D(acnistoferina)

100 mg de jaborosalactona D se disolvieron en 2 ml de piridina y 2 ml
de anhidrido acético dejadndose estar toda una noche. El procedimiento ha-

bitual de aislamiento permitidé obtener 90 mg del diacetato que recristali-
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zados de etanol tenian pfs 255-258° (lit.s 245-248°(42)).
Irs 3400, 1720, 1700, 1250 en >

Uvs )‘méx.= 220 nm ( € =19000)

[GJD- + 52,2° (0=2,95 C1yCH)

RMP y BMs ver Cap. 4

Intento de formacidn de un acetdnido de la acnistoferina.

100 mg de acnistoferina se disolvieron en 70 ml de una mezcla 131 de
acetona-dioxano (pues la acnistoferina es insoluble en acetona) y se agre-—

garon 930 mg de sulfato de cobre anhidro(234)

« Se reflujé durante 72 horas,
filtré y evapord a presidn reducida, recuperdndose 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 ml
de acetona mids una gota de acido percldrico 70%(235). Se agitdé 19 horas a
temperatura ambiente pero no hubo reaccién segiin lo reveld la ccd (sistema
de desarrollo 7). Reflujando la mezcla 4 horas sdlo se logré descomponer la

acnistoferina en varios productos coloreados.

Purificacidn de jaborosalactona B (IXXII).

El residuo resultante de la evaporacién de las fracciones 170 a 247
(ver Tabla XIX) se tomé con cloruro de metileno y se filtrd; el residuo
insoluble fue-lavado con cloruro de metilen& Yy ;ecristalizado de etanol.
Pfs 268°-270° (lit.s 255-258°~cloroformo y etanol-(42)).

Uvs xmf 222 nm ( € =7000)

[°-7D= + 60,2°(c= 0,823 C1,CH=MeOH (1s1) )

3

IRs 3340 y 3240, 1690, 1050, 1020, 803, 725 cm

RMP y EMs ver Cap. 4

Acetilacidén de jaborosalactona E.

50 mg de jaborosalactona E se disolvieron en 1 ml de una mezcla 13l de

piridina y anhidrido acético dejindose estar toda una noche. Con el tra-
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tamiento usual se aislaron 33 mg del diacetato qQue se recristalizaron de
metanol.

pfs 218-220° (1lit.s 212-214°, de etanol(42))

UVs xméx.n 222 nm( € = 13000)
[0%- + 40,0° (c=0,095 C1,CH)

IRs 1740, 1700, 1240, 1050,1040 cm >
BMP y BMs ver Cap. 4

Apertura del epdxido de la jaborosalactona A.

60 mg de jaborosalactona A se disolvieron en 43 ml de acetona y se
agregd 0,3 ml de 4cido sulfiirico 8N. Se agitd a temperatura ambiente du-
rante cuatro horas, volcd sobre bicarbonato de sodio acuoso y extrajo
exhaustivamente con cloroformoj se sec§ sobre sulfato de sodio anhidro,
filtré y evapord a seQuedad. La reaccidn fue casi cuantitativa y el pro-
ducto obtenido tenfa idénticas propiedades fisicas y quimicas que la

Jaborosalactona D.
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Extracto de éter de petrdleo.

5 g de extracto de éter de petrdleo se sembraron en forma de pasti-
1lla con una relacidn 183 (residuo vegetallsilicagel) en una columna de
Silicagel Davison (300 g). La elucidn se llevd a cabo como se indica en

Tabla XXI.

TABLA XXI

Separacidn de los componentes del extracto de éter de petrSleo de la

planta Aonistus breviflorus por elucidn, en columna de silicagel.

Eluyente PFracciones Masa (mg) Componentes
Eter de petrdleo 1-13 25 Hidrocarburos
Eter de petrdleo- Carotenoides, gra—
14-50 920 ' ‘
benceno (311) sas y ceras (A+B)
Eter de petrdleo-
51~60 50 Grasas y ceras(A+B)
benceno (312)
Eter de petrdleo-
61-73 147 Grasas y ceras(A+B)
bemceno (131)
Benoceno 73-80
Benceno-1% MeOH 81-126 300 Esteroles libres
Benceno-3% MeOH 127-190

La presencia de los esteroles se constatd mediante un ensayo cuali-
tativo (test de Liebermann—Burchard); para ello se disolvid una aliocuota
del residuo obtenido por evaporacidén de cada una de las fracciones de la
columna cromatogrdfica en cloruro de metileno y se le agregd aﬁhidrido
acético y acido sulfurico concentrado. Se lo consideré positivo cuando de-

sarrolld un intenso color verde.
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Reaccidén de saponificacidne.

Las grasas obtenidas en las fraociones 14-50 (ver Tabla XXI) se recro-
matografiaron en columna de silicagel para ecliminar los carotenoides que
las acompafiaban y se separaron por cromatografia preparativa en dos ban-
dass Ay B (sistema de desarrollo 2). Las grasas desorbidas de las bandas
A y B se sometieron por separado al siguiente tratamientos se reflujaron
1 hora en una solucidn de hidrdxido de potasio 40% en etanols ambas reac-
ciones se detuvieron agregando 100 ml de agua y extrayendo con 100 ml de
éter etilico y luego dos veces’mas con 50 ml del mismo solvente. Las fa-
ses organicas unificadas, conteniendo al insaponificable A por un lado y
B por el otro, se lavaron con dos porciones de 40 ml de agua conteniendo
una o dos gotas de hidrdxido de potasio 50%; se siguid lavando con agua
hasta eliminar la alcalinidad de los lavados. Las fases acuosas de lavado
se juntaron con las primeras, tanto en la serie A como en la B§j se acidi-
ficaron con acido clorhidrico 0,5 N y se extrajeron por separado varias
veces con éter etilico obteniéndose en esta fase orgdnica los icidos gra-
sos A y B respectivamente.

Reaccidn de metilacidn de Acidos grasos.

A las fracciones de acidos grasos A y B disueltas en éter etilico
anhidro y metanol se les agregd por separado una solucién etérea de di-
azometano hasta qQue persistié la coloracidén amarilla. Con los recipien-
tes tapados se agitaron las soluciones durante 30 minutos3 luego se des-
taparon para eliminar el diazometano en exceso. Se evaporS el contenido
de cada uno a sequedad, obteniéndose cristales de los ésteres metilicos
de los dcidos grasos A y B respectivamente con rendimiento cuantitativo.

Reaccidn de hidrogenacidn de los ésteres metilicos de los acidos grasos

Se disolvieron a los ésteres metilicos de los acidos grasos A en
etanol y se agregaron dos puntas de espitula de paladio/carbén 10% rea-

lizando la reaccidén en atmdsfera de hidrdgeno a presidén atmosférica
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durante dos horas. Por filtracidén y evaporacidn del solvente se obtuvie—~
ron los ésteres metilicos saturados de los &cidos grasos A con rendimien-
to casi cuantitativo.

Obtencidén del insaponificable.

Las fases organicas obtenidas tanto en la serie A como en la B por
extraccidén con éter etilico de las respectivas mezclas de saponificacidn
y que fueron en cada caso reunidas, lavadas con base diluida y agua, como
gse detalld amteriormente, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, fil-
traron y evaporaron. Como los residuos de los insaponificables A y B eran
infimos se decidid reunirlos y cromatografiar la compleja mezcla en capa
de silicagel preparativa, desorbiéndose 6 bandas (sistema de desarrollo 4)
que fueron analizadas por cromatografia gaseosa-especirometria de masa.

Purificacidn de los hidrocarburos.

los hidrocarburos obtenidos en las fracciones 1-13 (ver Tabla XXI)
fueron recristalizados de benceno-metanol (181) (pfs 40°) y enalizados
por cromatografia gaseosa-espectrometria de masa.

Purificacidn de los esteroles.

Los esteroles obtenidos en las fracciones 78-143 (ver Tabla XXI) fue-
ron purificados por cromatografia preparativa (sistema de desarrollo 6)
desorbiéndose la banda que se habia desarrollado a igual altura que este-
roles sembrados como testigos. los esteroles desorbidos se recristaliza-
ron de etanol 95% (pfs 55-80°) y se analizaron por cromatograffa gaseosa-

espectrometria de masa.
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Transformaciones funcionales.

2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A(LXX)

a) 250 mg de withaferina A (I) se disolvieron en 60 ml de una solu-
cidén metandlica de acetato de sodio 0,05 N y se dejé reaccionar a tempe-
ratura ambiente con agitacidén durante 17 horas, reflujéndose luego 2 ho-
ras m3s para completar la reaccidén. Por evaporacidén del solvente, diso-
lucién del residuo en cloruro de metileno, filtracidn (para eliminar el
acetato de sodio insoluble) y evaporacidn del cloruro de metileno, se
_ obtuvieron 252 mg de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A que fueron recris-
talizados dos veces de acetona-éter de petrdleo;

Prs 239-241°(1it. s 242-2430(39))
U A =217 m (€ =9500)
[GJD- + 19° (c= 0,873 C1,CH)

IRs 3400, 1700, 1690 cm *

RMP y EM s 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 sometid al mismo
tratamiento anterior a fin de transformarla totalmente en el 3-metoxi de-
rivado mucho mds dificil de obtener por separacidn de la mezcla. Se ob~
tuvieron 290 mg de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A de pf: 240-241°(ace-
tona-éter de petrdleo).

1l-0x0-2 O -acetoxi-3 ﬁ ~metoxi-4 ﬁ L27-c1ihid:':oxi.-54ﬁ 46 B —opoxiwitha-

24-endlido (CXXII).

102 mg de tetraacetato de plomo recristalizado de &cido acético gla-

cial con carbdn decolorante y secado em desecador al vacio-protegido de

1a luz— se suspendieron en benceno anhidro (recientemente destilado sotre
sodio bajo nitrégeno) juntamente con 102 mg de 2,3-dihidro-3-metoxiwitha=

ferina A. Se reflujdé la mezcla de reaccidén bajo presidén de nitrdgeno has-—
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ta que el test de ioduro de potasio—almidén resultd negativo (20 hs).

Se diluyd luego el medio de reaccidn con cloruro de metileno a tem-—
peratura ambiente y se filtrds el filtrado se evapord, obteniéndose 120
mg de una espuma emarillenta que fue purificada por cromatografia prepa-—
rativa (sistema de desarrollo 7). De la misma se recuperaron 51 mg de
2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A sin reaocionar, 25 mg de l-oxo-2 Q -
acetoxi-3 3 -metoxi-4 [3 ,27—dihid.roxi—5ﬁ ,6[3 -epoxiwitha-24-endlido
que fue recristalizado de etanol-agua y 5 mg de un producto sin identifi-
car cuyo espectro infrarrojo indicaba que poseia un grupo acetato.

El resto corresponde a productos de descomposicidn.

Pf.s 161-164°

Uvs >“méx.= 219 nm { € = 12000)

[0 =+ 35,5 (o= 0,995 C1,0H)

IRs 3400(ancha), 1725, 1700, 1240, 760 cm =

RMP y EM: ver Cap. 4

MicFoandlisiss Caloulado para Gy H, 09} C 66,41%; Hs 7,91%

Ovtenidos € s 66,20%; Hs 8,16%

2,3,24,25-tetrahidro~27-desoxivithaferina A (ILXXXIII-a) y 2,3,24,25—

tetrahidrowithaferina A (CXXIII).

Se disolvieron 234 mg de withaferina A (I) en 60 ml de etanol, hi-
drogenandose aproximadamente a l.atmésfera de ppesiéon con 110 mg de
paladio 10% sohre carbén durante 16 hores; por filtracidén y evaporacidn
del filtrado se obtuvieron 231 mg de un residuo qQue fue purificado por
cromatografia preparativa(sistema de desarrollo 7). De la misma se aisla-
ron dos bandas$ la superior, la conocida 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxi-
withaferina A recristalizada de acetona—éter de petrdleo 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 petrdleo.
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2,3,24,25~tetrahidro-27-desoxiwithaferina A( LXXXIII-a).

Pfs 230-232° (11t.:228-229?(}9)).
[ajD= - 80,6° (o= 0,173 013011)
Sin absorcidn importante en el UV,
IR+ 3580, 1730, 1700 em™ >
RMP y ﬁﬂt ver Cap. 4

2,3,24,25-tetrahidrowithaferina A (CXXIII)

Pfs 231-235°

[GJD- ~56,9 (0=1,14; C1,CH)

Sin absoreidn importante en el UV.

IR+ 3460, 1740, 1700 cm -

BﬁP y BNt ver Cap. 4

Mioroanilisiss Calculado para C,gH,,0.3 C! 70,86%; Hs 8,92%

Obtenidos €s 70,90%; H38,88%

1,4-dioxo=5 3 46 8 —epoxiwithanélido(CXXIV)

Primeramente se generd el complejo tridxido de cromo—piridina "in
aitu"(142)s a una solucién de 0,13 ml de piridina en 2 ml de oloruro de
metileno (ambos solventes de calidad analftica y anhidros) se agregaron
80 mg de tridxido de oromo con agitacién mégnéfioa. A esta soluocidén se
agregd otra preparada disolviendo 60 mg de 2,3,24,25-tetrahidro-27-
desoxiwithaferina A (LXXXIII-a) en 0,2 ml de ocloruro de metileno. Se a~-
gité a temperatura ambiente durante 50 minutos; se diluyd luego Eon 50 ml
de cloruro de metileno y lavd sucesivamente con hidréxido de sodio 5%
(3230 ml), dcido clorhidrico 5% (3x30 ml), bicarbonato de sodio 5% (3x
30 Ql) y solucién saturada de cloruro de sodio (3x30 ml)s$ se secd con
sulfato de sodio anhidro, filtré y evapord el solvente obteniéndose um
residuo oristalino (55 mg) que correspondid al producto deseado con ren-

dimiento ocasi cuantitativo$ el producto, recristalizado de acetona teniat
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Pfs 229-2310

[ajn'f ~79,2 (o= 1,255 C1,61)

IR s 1730, 1700 cm-1 (no hay absorcidn de grupo hidroxilo)
Sin absorcidén importante en el UV

RMP y EM$ ver Cap. 4

Microandlisiss Calculado para 92334005; Cf’73,65%; Hs 8,83%

Obtenidos €+ 73,70%; Hs 8,80%

i Reaccion de oxidacidén con clorocromato de piridonio.

(141)

El clorooromato de piridonio se prepard diﬁolviendo 60 mg de
4ridxido de oromo en una solucién compuesta por 0,05 ml de piridina y
0,11 ml de &dcido olorhidrico 6Mj el sSlido que precipité al enfriar se
fi11tré por vidrio sinterizado y lavd con dcido clorhfdrico dilufdo.

A 22 mg de clorocromato de piridonio y 1;6 mg de acetato de sodio
suspendidos en 1 ml de cloruro de metileno, se agregaron 30 mg de 2,3,
24,25—tetrahidro-27-desoxiwithaferina A (LXXXIII-a) disueltos en 0,1 mi
de cloruro de metileno y se dejd reaccionar con agitacidén durante 3,5

horas. La desaparicién de la sustancia de partida fue total pero se ob-

tuvieron tantos productos de reacoién que no fue posible analizarlos.

1 3,48 ,27-trihidroxi-58 ,6 B ~epoxiwitha-24-enélido (cxxv){®).

52 mg de withaferina A (1—oxo-4 [ ,27-dihidroxi~5 3 ,6 -epoxi-
witha-2,24-diendlido) se disolvieron en 10 ml de etanol a 0°. Mantenien-
do esta temperatura durante todo el proceso, se agregaron a esta solucidn
8 mg de borohidruro de sodio disueltos en 5 ml de etanol y se agito du-
rante 4 horas} se acidificé luego, cuidadosamente, con'écido clorhfdrico
2 N hasta pH = 3, se diluyé oon olo¥uro de netilgﬁo, lavé con agua, bicar—-

bonato de sodio y agua, secd solre sulfato de sodio anhidro, filtré y
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evaporo hasta sequedad, obteniéndose 53 mg de un residuo que por re-
cristalizacion de etanol dio un producto cristalino.

Pfs 248-251°

UVs k'méx.- 215 nm ( € = 7500)
[0] =+ 4,7° (e= 0,343 €1,CH)
IRs 3350, 1700 em *

RMP y EMt ver Cap. 4

(a) Tesis doctoral de S. Greenfield; Inmstituto Weizmann de la Ciencia,

Rehovot, Israel (1967).

(193)

Deshidratacion del diacetato de acnistoferina con anhidrido acético

132 mg de diacetato de acnistoferina se reflujaron con anhidrido
acético recientemente destilado, durante 57 horas, luego de lo cual se
evaporo directamente el solvente a presidn reducida y 90° de temperatura.

El residuo, de color rojizo (132 mg) se purificé por cromatografia
preparativa de silicagel (sistema de desarrollo 5) aislédndose dos bandas}
de la superior, por desorcién, se obtuvieron 95 mg de una espuma blanco-
amarillenta que resulté ser una mezcla de acetatos de enoles, segin los
datos espectroscépicos) de la inferior, por desorcidén, se pudieron recu-
perar 20 mg de diacetato de acnistoferina sin reaccionear.

Mezcla de acetatos de enol (CXXX).

Pfs 152-160° (acetona)

uvs xméx.s 219 nm ( € =12600)

[a_']D- + 19,7° (o= 1,243 01303)

IRs 1730, 1700, 1240, 1020 cm-l. No hay absorcion de grupos hidroxilo.

BRMP y EM3: ver Cap. 4

Apertura del epéxido de la jaborosalactona A (LXIX) con &cido acético

glacial.

68 mg de jaborosalactona A se disolvieron en 22 ml de &cido acético
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glacial celentandose 2 horas en baflo de aceite a 100° y luego 2 horas
més a reflujoj se evaporé luego el solvente y el residuo obtenido se
purificé por oromatografia preparativa (sistema de desarrollo 7). Se
desorbié el producto mayoritario de la';eaccién, anelizd por RMP y ace-
ti16 disolviéndolo en 2 ml de une megcla 131 de anhidrido acétioco-piridi-
na. Aielade el producto de reaccién de la manera habitual se obtuvo 58 mg

de un compuesto idéntioco al obtenido por tratamiento del diacetato de

acnistoferina con anhidrido acético.

4-dehidrowithaferina A (1,4-dioxo-27-hidroxi-5 £ ,6 £ -epoxiwitha-2,24-

diendlido){ILXXXIV-a).

(155)

Preparacidn del didxido de manganeso activado

2,08 g de permanganato de potasio se disolvieron en 13,5 ml de agua
destilada calentdndose a reflujo con eficiente agitacidn. Paralelamente

se agregaron simultdneamente una solucidn de 1,82 g de 504Mn.H Oen 5 ml

2
de agua y otra de 2,6 ml de hidréxido de sodio 40% a la solucidén hirvien-
te de permanganato de potasio, lentamente, en el transcurso de 1 hora.
Concluidos los agregados se reflujé 1 hora més. El producto de reaccidn

se filtrdé por embudo de vidrio sinterizado y se lavdé con abundante can-
tidad de agua hasta eliminar la alcalinided. E} didoxido de manganeso

as{ obtenido se secé en estufa a 110° durante 3,5 horas, se molid 2 un
folvo fino ¥y usd inmediatamente.

Oxidacidn.

190 mg de withaferina A se disolvieron en 10 ml de cloroformo y 15 ml
de acetato de etiloj se suspendidé en la solucidén 1 g del didxido de manga-—
neso recientemente preparado y agitd durante 16 horas. luego se filtrd,
se evaporé el solvente y el residuo (170 mg), un sélido amarillo, se pu-

rificd por cromatografia preparativa de siliocagel. Se aislaron 106,5 mg

de 4-dehidrowithaferina A; 16,4 mg del aldehido y 27,1 mg de withaferina A.
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El producto LXXXIV-a se recristalizd de acetona-éter de petréleo.

4-dehidrowithafarina A.

Pf.1 280-281° (1it.s 276-277¢(39))
[OJD = + 106°(c=0,793 c13cn)
IRs 3500, 1700,1005 om '

RNP y BMs ver Cap. 4

Reaccidn d:a la 4-dehidrowithaferina A con etanoditiol.

A 90 mg de 4-dehidrowithaferine A (IXXXIV-a), 320 mg de 80, ¥a,
anhidro y 320 mg de oloruro de zino reocientemente fundido y molido, se
agregaron (en bafio de agua-hielo) 4 ml de etanoditiol, gota a gota con

(165,166)

agitacidn $ la solucidén fue tomando paulatinamente color rojo.
Inego del agregado se mantuvo la agitacidén a temperatura ambiente por

48 hs. Se concluyé la reaccién diluyendo con oloruro de metileno, la.;'a.n-
do con &cido clorhidrico 5% (3x30 ml), hidréxido de sodio 5% (3x30 ml)

y agua (3x30 ml)3 la solucién orgénica se secé sobre 304Na. anhidro,
£iltré y evapord, ohteniéndos; un aceite amarillento que sdlo pudo trans-
formarse en un sélﬁo amorfo suspendiéndolo en una solucién de hidréxido
de slodio 5%; el sélido obtenido (CXXVII) se.fil‘:tré y lavé oon a.g'ua.. hasta
eliminar alcalinidad.

Pf1 94-102° (etanol)

Ovs )\méx.- 255 nm ( € =3800)s inflexién a 215 nm.

[T?]D = +25,6° (o= 0,61} C1,CE)

IRs 1700, 1410, 1270, 1190, 770, 735, 700 cm

RMP y EM s ver Cap. 4
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1,4-diox0-27-trifluorcacetoxi-5 B 46 B ~epoxiwitha-2,24—-diendlido(CXXIX).

A una solucién de 100 mg de 4-dehidrowithaferina A en 5 ml de dioxa-
no recientemente filt?ado p;¥ alimina (actividad I) para eliminarle pe-
réxidos y humedad, se agregé 1 ml de anhidrido trifluoroacético, agité;-
dose 30 minutos a tonperat#fa ambiente. Se detuvo la reacoidn, volcando
sobre agua-hielo y extrayendo con cloruro de metileno, lavando luego
con bicarbonato de sodio (molucién saturada) y después agua. La fase or-
ginica se seod sobre sulfato de sodio, filtré y evapord obteniéndose el
2T7-trifluoroacetato con rendimiento aﬁantitativo el que fue recristali-
zado de acetona.

PLfs 261-265°
Vs A nix.” 222 nm ( € - 27900)
[GJD- + 125,9°(c= 0,7653 C1,CH)

RMP y EM3 ver Cap. 4

1 8,48 ,27-trihidroxi-5 8 ,6 3 —epoxiwitha—2,24-diendlido(CXXVI-b).

60 mg de withaferina A se disolvieron en 1 ml de solucidén etandlica
“gne contenia 24 mg de 013Cef7120o Se agregaron 4 ml mis de etanol para
disolver totalmente a la withaferine A. la solucidn se enfrid a 0° y

se le agregd 4,8 mg de borohidruro de sodio disueltos en 2 ml de etanol.
La reaooié# se mantuvo a 0° con conéfante agitacidén y se siguié por ccd
(sistema de desarrocllo 7). A los 35 minutos ée agregd &cido clorhfdrico
5%, extrajo con cloruro Ae metileno, lavd con agua, sec$ sobre sulfato

de sodio anhidro, filtré y evapors. El residuo(52 mg) se purifiocd por
cromatog?afia preparativa (sistema de desarrolle 7) pudiendo desorberse,
puro, solo al jsémero 5 (30 mg). El isdmero [3 se intentd recristalizar de

etanol 95%, pero se obtuvo en forma de aceite, el que al ser tratado con
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acetona caliente, cristalizé en agujas blancas.
Pft 142-145°

Uvs A.méz.= 215 nm ( € = 8500)
[11JD- + 88,03° (c= 0,923 C1,CH)
IRs 3300 (ancha), 1680, 1650 om -

RMP y EMs ver Cap.4

Microanilisiss Calculado para c2834006.c23503.320; Cs 67,13%; Hs 9,03%

Obtenidos Cs 67,24%s Hs 8,94%

Reduccidn del bisditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A (CXXVII) con
1n (MiZ )( 173‘178) .

"boruro de nique

Se disolvieron 50 mg de 012N1.6H20 en 5 ml de etanol absoluto. A
esta solucidn se agregaron 14 mg del bisditiocetal de la 4-dehidrowi-~
thaferina A disueltos en 1,4 ml de dioxano y se afladieron 5 ml mas de
dioxano. La solucidn se enfrid con un bafio de agua-hielo y se agité
magnéticamente} se agregaron luego lentamente 7,7 mg de borohidruro de
sodio disueltos en 1,4 ml de etanol absoluto sobre la solucion enfria-
da a 0°., El agregado duré 7 minutos. Comengd a precipitar unm sdlido
negro (BNiz). Concluido el agregado se calenfé a reflujo por espacio de
30 minutos y se dejo luego otros 15 minuto; a {emperatura ambiente. Ila
solucién que habia adquirido una tonalidad rosa, se filtré por Celite;
por evaporacién del filtrado se obtuvo un residuo sdélido blanoo-rosaceo
(26 mg). Este residuo se disolvié parcialmente em oloruro de metileno
y filtré para eliminar el dcido bérico formado. Por evaporacion de
este nuevo filtrado, se obtuvieron 7 mg de un residuo rojo, pastoso, ouyo

espectro infrarrojo posee seflales caracteristicas de ocompuestos sulfura-

dos por lo que la desulfuracién fue parcial y su purifiocacién infructuosa.
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Reduccidn del bisditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A con amalgama de
(170-172) '

aluminio

Preparacidn de amalgama de aluminio.

1l g de aluminio en escamas se cubrid oon éter etilico ocon agitacidn
manual, para desengrasarlo. La solucion etérea se decanto y se agregd a
las escamas de aluminio 20 ml de una solucidén de oloruro mercirico 5%. Se
dejé reaccionar 3 minutos a temperatura ambiente, se lavé en seguida con
agua destilada primero y etanol absoluto (2 veces) después, usandose la
amalgama inmediatamonte. |
Reduccién.

Se disolvieron 43 mg del bisditioocetal de la 4-dehidrowithaferina A
en 4 ml de dioxano recientemente filtrado por alimina dcida (actividad
I)- para eliminarle peroxidos y lmmedad- y 4 ml de etanol absolutoj en
la solucion se suspendieron 1 g de amalgama de aluminio recientemente pre-
parada y se afiadieron 0,1 ml de agua destilada. Con eficiente agitacidn
magnética, se hizo burtujear nitrégeno en el seno de la solucidén, reco-
giéndose el gas desprendido (con fuerte olor a tioles) en una solucidn
de hidrdxido de sodio 20%. Luego de 22 hs de reaccidn a temperatu?a am-
biente, se trasvasé el contenido del recipiente de reaocion, ocon ayuda
de benceno, & un tubo de centrifuga y se centrifugd. Decantada la solu-
cidén orgédnica, el residuo sdlido se tratd con Acido acético para disol-
ver el hidréiido de aluminio formado que podria haber adsorbido materia
orginica, se agregd benceno, agitd y volvid a centrifugar decantdndose
la capa bencénica, la cual se reunidé oon l;“anterior. Por evaporacidn de
la fase orgénica se obtuvieron 32 mg de un sélido blanco en cuyo espec~
tro de RMP ain existian sefiales de metilenos unidos a &tomos de agufre y
aparentemente, indicios de reduccidn del an;ilo lacténico. La mezcla era

demasiado compleja oomo para poder ser purificada.
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Reduccion del bisditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A con nfquel

Ranez.

Preparacion del niquel Rangy(169).

A una solucién de 19 g de hidréxido de sodioc en 75 ml de agua se
agregd 15 g de aleacidn de miquel-aluminio en pequeﬁas rorciones, con
agitaoion y a2 una temperatura de entre 10 y 15°. Para Qrevenir la for-
macién de espuma se agregd también una gota de alcohol n-octilico. Ter—
minado el agregado de la aleacidn (2 horas) se dejé a temperatura am-
biente toda la noche. Al dfa siguiente se calenté en bafio de agua 7,5
hor;;, se decanto la fase sobrenadante, se agreés-;na solucidn de 2,5 g
de hidroxido de sodio en 25 ml de agua, agitd, decantd y agregé.agua
dejdndose estar toda la nooche para que difun&é bien.el hidroxido de so-
dio adsorbido sobre el niquel. Al dia siguiente se lavd exhaustivaméﬁte
el niquel con agua (agitando, esperando que se deposite el niquel y de-—
cantando el agua) hasta que el agua de lavado tuvo pH = 7T (aprozimada-
mente 20 lavados). luego se lavdé oon etanol 95% tres veoces y otras tres
vesce mds con etanol absoluto, solvente baj; el ocual se mantuvo, conser—
vandoselo en heladera. .

Reducoidn.
'Método A.

60 mg de bisditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A se disolvieron
en 16 ml de dioxano y 6 ml de aloohol absoluto. Se agregaron 40 puntas
de espétula colmadas (aproximadamente 6 g) de niquel Raney de 7 mesee de
antigledad y se reflujé por espacio de 4 horas. Se diluyd i;ego con clo-
ruro de metileno, filtré por vidrio sinterigado y lavé el filirado cen -
agua para eliminar la mayor parte del dioxano. Se secd sohre sulfato de
sodio anbidro, filtré y evapord el solvente. Se obtuvieron 20 mg de un

prodnoto blanoo que resultd ser una mezcla de sustancias parcialmente hi-
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drogenadas (CXXVIII) que no pudieron ser caracterizadas.
PPs 92-101° (acetona-Ster de petrdlec)

OV punto'd; inflexién a 220 nm.

[aJD- + 58,8° (c= 0,893 c13cx)

IRs 1710, 1690, 1140 om '

RMP y IXs ver Cap. 4

Nétodo B.

50 mg del bisditiocetal de la 4-dehidrowithaferina A (CXIXVII) se di-
golvieron en 30 ml de una solucién de dioxano-—etanol 1l¢l y se reflujaron
muy suavemente durante toda una noche (16 horas) con 15 puntas de espi-
tula de niquel Raney de 1 mes de antigiedad. Repitiendo el mismo tratamien-
to anterior se obtuvieron 25 mg de un producto idéntico al previamente
desoripto.

Método 0(182_188).

6 puntas de egéétula de niquel Raney de 14 dfas de antigliedad se de-
sac;ivé reflujadndolo con acetona (7 ml) durante 1 hora luego de lo cual,
sin detener el calentamiento, se agregaron 60 mg del bisditiocetal de la
4;dehidrovithaferina A disueltos en 12 ml ﬁe dioxano, oontinuéndose el re-
flujo 2 horas mds. Por el tratamiento habitual,‘se obtuvieron 32 mg de
un s86lido anaranjado, sblo parcialmente desulfﬁrizado.

Método D(182-188) |

Se desactivaron 6 puntas de espitula de niquel Raney de 16 dias de
antigiedad durante 1 hora con 5 ml de benceno, luego de-io cual se agre—-
garon 60 mg del bisditiocetal de la 4~dehidrowithaferina A disuelios en
5 ml de bencenc y a lo que se agregaron 5 ml mas del mismo sclvente. Lue-

go de 2,5 horas de reflujo se obtuvieron por el tratamiento usual 32,5 mg

de un produncto anaranjado parcialmente desulfurizado.
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5 O —witha—24-endlido(XCI).

La mezola de productos parcialmente saturados CXXVIII obtenidos por
reduccidn del bisditiocetal de la 4—~dehidrowithaferina A con niquel Raney
(20 mg) se disolvid en 3 ml de etanolj en la solucidén se suspendieron 10
mg de paladio sobre carbon. Se hidrogend aproximadamente 6 horas a una
presidn de 1 atmésfera; Se filird y evaporé luego el filtrado obteniéndo-
se un residuo sdlido (18 mg) que fue reoristalizado de éter de petréleo.

P.fs 196-199° (lit.s 199-2000(10))

[kljn s + 45,5° (o= 0,463 C1,CH)
OV >\m£x.- 225 nm { € = 8900)
IRs 1700,1135 cm '

RNP y EMs ver Cap. 4

(158-160)

Redncecidn de Wolff Kischner de la 4—-dehidrowitbaferina A.

Se disolvieron 100 mg de 4-dehidrowithaferina A, 40 mg de hidrdéxido

de potasio.y 0,2 ml de N2H4 50% en 2 Ql de etilénglicol. Se llevé prime-
ramente la mezcla de reaccidn a 100° con un bafio de agua hirviente, oscu-
reciéndose i;;ediatamente. Se reflujé luego la mezcla por espacio de 1
hora, después de lo ocual s; elimind el agua formada y la hidrazina en
exoceso por destilacidén. La soluoiédn remanente s; reflujé a co;tinuacién
.s;;;emente 3 horas mis. Se dejé emfriar, diluyé con cloruroc de metileno
“}'lavé oon ;gua hasta eliminar alcalinidad} se secd la fase orgdnica solre
sulfato de sodio anhidro, filtré y evapordé el filtrado obteniéndose un

residuo rojo oscuro (20 mg), que eran meramente productos de descompo-

sicidn.
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1l,4—-dioxo-5 [3,21—dihidroxi—6 O ~fluorwitha-2,24-diendlido (CXXXIV-a).

Se disolvieron 65 mg de 4-dehidrowithaferina A en 2 ml de benceno
anhidro y se agregaron 0,2 ml de eterato de trifluoruro de boro. De in-
mediato aparecié un precipitado de color anaranjado que confirid el mismo
color a la solucidén. Este precipitado se dieolvié parcialmente durante el
transcurso de la reaccidn. La reaocién se siguid pdr ocd (sistema de desa-~
rrollo 7) y se interrumpié a la hora de iniciada, cuando ya casi no queda-
ba oompu;sto de partida, dilunyendo con cloruro de metileno y lavando pri-
mero con bicarbonato de sodio (2x30 ml) y luego con agua (éx 30 ml). Lue-
go de secar la fase orgénioca ;on sulfato de Bodio anhidro, filtrar y eva-
porar el filtrado, se obtuvieron 67 mg de un producto de color amarillo
intenso, mezcla al parecer de dos productos de Rf cercamos que fue puri-
ficado p;r cromatografia preparativa (sistema de desarrollo 7) y de la
cual se pudo desorber, puro, al compuesto mayoritario que fue reoristali-
zado de etanol (30 mg).

Pfs 205-210°

OVs )“méx.- 222 nm( € =10500)

[OJD- + 96,5°(o= 1,02} C1,CH)

IRs 3300, 1700 cm *

RMP y EM3s ver Cap. 4

Reducoion del 1,4-dioxo-5 L},ZIrdihidroxi-6(l -fliorwitha-2,24-diendlido

(CXXXIV-a) con niquel Raney.

30 mg de la fluorohidrina anteria se disolvieron en 12 ml de etanol
absoluto y se agregaron 2 puntas de espiatula de niquel Raney de 3 meses de
antigliedad reflujiandose durante 24 hs. al cabo de lo cual se filtré por
vidrio sinterizado y evaporo el filtrado obteniéndose asf 20 mg de un pro-

duoto incoloro ocuyos espectros de RMP y masa indicabar gque era una mezcla
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de productes parcialmente saturados, peroc con el atomo de flior ain unido

a la molécula.

1,4-dioxo-5 ﬁs—hidroxi—G(l -flior-27-acetoxiwitha-2,24-dienélido (CXXXIV - b)

25 mg de fluorohidrina se disolvieron en 1 ml de piridina y 1 ml de
anhidrido acético, dejindose estar toda una noche. Por el tratamiento
habitual se obtuvieron 26 mg de fluorohidrina monoacetilada.

Pfs 185° (etanol)

v )\méx.= 220 nm ( € =20000)

[GJD- +125,8% (0=0,96; C1,CH)

IR+ 3300 (pequefia), 1740, 1700, 1685, 1220, 770 cm -

RMP y EM3 ver Cap. 4

1,6—dioxo~-5Q ,27-dihidroxiwitha—2,24-diendlido (CXXXIII)

Una solucién de 0,15 ml de piridina en i,5 ml de cloruro de metileno
se afiadid a una suspensién de 50 mg de aocnistoferina en 0,2 ml de cloruro
de metileno. Se agregaron después 45 mg de tridxido de cromo y se agitéd
a temperatura ambiente durante 1,25 hs. Se interrumpié la reaoccidén dilu-
yendo oon cloruro de metileno y lavando con hidréxido de sodio 5% (3x30 ml),
dcido clorhidrico 5% (3x30 ml), bicarbonato de sodio (solucidén saturada)
(3x30 ml) y agua (3x30 ml). Se seocd sobre sulfato de sodio,filtré y eva-
poré el filtrado, obteniéndose un residuo cristalino (46 mg) que fue pu—
rificado por cromatograffa preparativa, aisldndose 30 mg del 1l,6~dioxode~-
rivado y 4 mg del probable 1,6,27-trioxo compuesto. Bl 1,6 dioxoderivado
fue recristalizado de etanol y presentaba estas propiedadest
Pfs 266-268°
UVs xmét.= 220 nm ( € =12500)

[GJD- +44,3° (c=0,983 C1CH)
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IRt 3300, 1700 (ancha), 1680, 740 (ancha) om™!

BMP y EMs ver Cap.4

Microandlisist Calculado para C,gH,50 3 Cs 71,46%; Hs 8,14%. Obtenido.

cs 71,55%; Hs 8,02%

1-oxo—2 &, 30,50 ~trihidroxi-6/3 ,27-diacetoxiwitha-24—enélido (CXXXV)

109 mg de diacetato de aonistofe;ina se disolvieron en 1,5 ml de
tetrahidrofurano. A esta solucion se agregdé otra preparada disclviendo
2 6 3 cristalitos de tetroxido de osmio en 0,4 ml de tetrahidrofurano.
La solucion empezo a tomar un color marron claro. Inmediatamente se afiadio
a la anterior una solucién de 37 mg de clor;to de potasio en 1,8 ml

(208). Fue preciso afiadir luego 1,4 ml més de tetrahidrofuranc

de agua
para homogemneizar la solucidén que habia tomado un color amarillo verdoso.
La soluoidn @e mantuvo a temperatura ambiente y oon constante agitacién

y fue seguida por cecd (sistema de desarrollo 7).

La reacoion se interrumpié luego de 5 horas de iniciada después de
lo cual se evapord directamente a temperatura amdiente el solvente a se-
quedad con ayuda de una bomba de aceites; el residuo se disolvié parcial-~
mente en cloruro de metileno-5% de metancl y se filtrs para eliminar el
clorato de potasio insoluble.

El filtrado se evapord y el residuo marrén-violédceo (104 mg) se puri-
ficé cuidadosamente por oromatografia preparativa pues se formaron dos
productos de Rf muy cercanos, uno el deseado, y el otro, el 24,25 dihi-
droxi derivado. Se lograron desorber solamente 50 mg del 2,3 dihidroxi-
compuesto CXXX¥, puro.

Pfs 244-248° (etanol)
UvVs A pay,~ 223 nm (€ =2100)

[aJD- +9,37°(c=0,961 C1,CH)
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IRs 3400 (ancha), 1725, 1680 cm-l

RMP y EMt ver Cap. 4
Microanalisiss Caloculado para 032H46010’ Cs 65,07%; Hs 7,85%.

Obtenido, Cs 64,90%; Hs 8,02%

Reduccion del l-oxo0-2 a4 ,3 0 ,50 —trihidroxi-6 [ y27-diacetoxiwitha-

P4-endlido (CXXXV)

50 mg de l-oxo-2 O ,_’; o ,50 =trihidroxi-6 3 ,27-diacetoxiwitha=24-
endlido se disolvieron en 1 ml de alcohol absoluto y se agregaron 19 mg
de tosilhidracida reflujdndose hasta que la ocd (sistema de desarrollo 7)
indicé que el compuesto de partida habia reaccionado totalmente. Se éva—
poré entonces el solvente (etanol) directamente a presiénm reducida obte~
niéndose un aceite incoloro que mantenido en desecador al vacio, cristali-
z6 en agujas blancas. Bstehproduct; se usé sin ulterior purificacion para
el paso siguiente, segun lo indica la técnica(2o9-2132

Reduceidén con cianoborohidruro de sodios

La recién formada tosilhidrazona se disolvié juntamente con 19 mg de
dcido p-toluensulfdénico en 1 ml de una mezocla 13l de dimetilformamida-
sulfol;no. Ambos solventes habian sido previamente destilados al vacio
sobre hidruro de ocaloio e inmediatamente usados. La mezola de reaccidn
se calenté en bafio de aceite a 110-115° en atmésfera de nitrégeno durante
2 hs., lapso en el cual la cod (aistema de desarrollo 7) indicél;ﬁe 1la
tosilhidrazona habia reaccionado totalmente. B

La rea,oolién Be interrumpié diluyendo con cloruro de metileno y lavan-
do con agua para eliminar la dimetilformamida y el sulfolano. Por evapo-

racion del cloruroc de metileno, previo secado con sulfato de sodio anhi-

dro y filtracion, se obtuvo un aceite que no pudo ser inducido a crista-
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lizar, pero que por parificaoidén por oromatografie preparativa (siste—
ma de desarrollo 7T) Yy desoroion de la banda Principal, se transformo
en un sclido oristalino que resultc ser el compuesto de partide (l-oxo-

2a,3a,5a -trihidroxi-6 8 ,27~diacetoxiwitha-24-enélido) (29 mg)

1-ox0~6 ;27-di.hmroziwitha-2,4,24—tr1§n611do (cI1)

95 mg dé la mezola de acetatos de enol (CXXX) se disolvieron em 5
ml de isopropanol al que se afiadié 1 ml de cloruro de metileno a fin
de ayudar a la ;§1ubilizaoi6n. Se agregaron lueg; varias gotas de hidrét
xido de sodio acuoeo 5% Y se agito a temperatura ambiente 4 horas. Como
el producto obtenido era sdlo el correspondiente a la hidrdélisis del
acetato de carbono 27, se ocalenté la mezcla de reacciém 2,5 horas a re—
flujo, luego de lo cual se acidifiéé cuidadosamente a pH=3, diluydé con
cloruro de metileno y lavé ocon agu; para eliminar las sales formadas} se
seco la fase orgénioca sobre sulfato de sodio anhidro; £iltro y evaporé
el solvente obteniéndose desmies de separar por cromatografia prepara-
tive (aiatena de desarrolloe 5) al rroducto tqﬁalmente hidrolizado del
parcialmente desacetilado, 25 mg de lo que resulté ser una mezola de ja-
borosalactona B y su isémero 6 O hidroxi. La mezcla,que no pudo ser sepa-
rada en sus componentes, se recristalizé de_aoe;ona—agua.
Pfs 195-200°
Uvs kna!.- 310 nmw (& =8000)
(0] = +25,8° (0=0,805; C1,0H)
IRs 3350, 1700, 1690, 1680, 735 om *

RMP y PMt ver Cap. 4
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Resumen

El presente trabajo tuvo por objeto el estudio fitoquimioco de los

extractos de éter etilico y de éter de petrdleo de la planta Acnistus

breviflorus y la transformacion funcional de los withandlidos (esteroi~-

des altamente oxigenados con anillo lacténico en cadena lateral) de ellas

aislados. En el mismo se desoribent

a)

b)

d)

La funcionalidad quimica de diferentes tipos de withandlidos hallados

en plantas, sus propiedades fisibl6gicas, su utilidad potencial en la

quimiotaxonomia y sus probables relaciones biogenéticas.

Loe antecedentes sobre la sintesis de los anillos A y B y de la lac-

tona en la cadena lateral de los withandlidos.

El aislamiento e identificacidn de los wijbha.nélidos del Aonistus bre-

viflorus. Se lograron identificar a los siguientes withandlidost

1) jaborosalactona A (1l-oxo-27-hidroxi-5 f ,6 3 ~epoxiwitha-2,24-di-
enélido)}s

2) jaborosalactona B (l-oxo~6 3 ,27-dihidroxi-5 @ ~clorowitha-2,24-
diendlido)s |

3) withaferina A (l-oxo-4 (3 ,27-dihidroxi-53 ,6 3 -epoxivitha-2,24-
diendlido)s

4) 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A (1l-oxo-=3 B -metoxi-4 B y2T7—dihi-
droxi-5 B ,6[3 -epoxivitha-24-enélido) (producto artificial forma-
do por adicién de Michael del aolvent-e de extraccion, metanol, a
la withaferina A)j

5) jabvorosalactona D (acnistoferina) (1-oxo-5 & ,6 [3 927-trinidroxi-
witha-2,24-dienélido). '

El estudio de los componentes principales del axtracto de éter de pe-

tréleo 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 Atomos de carbono, siendo el de 31 el componente mayori-
tario}

2) las grasas; estdn constitufdas por dcidos grasos saturados de 12,
14, 16, 18, 24 y 26 dtomos de carbono e insaturados de 18 con 1, 2
¥ 3 insaturaciones y de 16, 21, 22 y 25 oon una insaturacidn.

3) el insaponificable, del que fueron identificadoss campesterol, ei-
tosterol, fucosterol {o su isdmero 1sofucoaterol), metilénlofenol
y etilénlofenols

4) los terpenoss licoperseno (dihidrofitoeno) Y escualeno.

5) los esteroles libress canpesterél, sitosterol y estigmasterol.

Las transformaciones funcionales efectuadas sobtre algunos de los witha-

ndlidoe aislados}) se efectuaron 1;5 siguientes reaccicness

1) bidrogenacidn de withaferina A}

2) oxidacién de 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferina A

3) metoxilacion de withaferina Aj

4) acetoxilacion de 3-metoxi-2,3~dihidrowithaferina A}

5) oxidacién de withaferina A}

6) formacién del bisditiococetal de la 4-dehidrowithaferina A%

7) reducoién del anterior con niquel Raney y ulterior hidrogenacién}

8) esterificacién de la 4-dehidrowithaferina A}

9) deshidratacidén del dia;etgto de la jaﬁorogglactona D3

10) hidrdlisis del producto de la reaccidn anteriors

11) oxidacién de jaborosalactona D3

12) apertura del epéxido de la jaborosalactona A, a) con &cido sulfii-

rico dilufdos b) con dcido acético y posterior acetilacidn}

13) apertura del epéxido de la 4-dehidrowithaferina A}

14) reduccidén de la withaferina A con borohidruro de sodio en ausencia

y en presencia de la sal de un lanténidos

15) hidroxilacién del diacetato de jaborosalactona D.
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los productos obtenidos fueron, respectivamentes

£)

1) 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferina A y 2,3,24,25-tetrahidro-
withaferina A}
2) 1,4-dioxo-5[3 ,6/3 -epoxiwithandlido}
3) 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A}
4) 2 a -acetoxi-3 3 -metoxi-l-oxo—4 B y27-dihidroxi-5 B y6 B —-epoxi-
witha-24-enélido} -
5) 4-dehidrowithaferina A3
6) 1,4-bis-etilenditiocetal-5 [ ,6 5 —epoxi-27-etanotioltioéter—witha—~
2,24~diendlido}
7) 5 O ~yitha-24-endlidos
8) 27-trifluoroacetoxi-4-dehidrowithaferina A}
9) l-oxo0-6,27-diacetoxiwitha-2,5,24-triendélido y l-oxo-6,27-diacetoxi-
witha-2,6,24-trienélido}
10) 1-oxo-60Q y 6 [3 ,27-dihidroxiwitha~2,4,24~triendlidos
11) 1,6-dioxo-5 & ,27-dihidroxiwitha-2,24-diendlido}
12) a)s jaborosalactona D (acnistoferina)}
b)s producto 93
13) 1,4-dioxo=5 [3 ,27-dihidroxi-6 O =fluorwitha-2,24-diendlido}
14) 1 8,4 B ,27-trihidroxi-5 0 ,6 3 ~epoxiwitha-24-endlido}
1a ,408 ,27-trihidroxi-5ﬂ 468 -el;oxi\.ritha-2,24—di-enélido ¥y
1 ,B ,4 3 ,2T-trihidroxi-9 [ ,6 3 ~epoxiwitha-2,24-dienélidos}
15) l-oxo-2 & ,3Q ,50 ~-trihidroxi-6 (3 ,27-diacetoxiwitha-24~enélido.
Las propiededes espectroscépicas (espectros de resonancia magnética
rrotonica y masa) de los compuestos aislados de la planta y de los

transformados funcionalmente.
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Conclusiones.

Se deduce que aunque la funcionalidad quimica de los withandlidos es
my compleja, es factible en algunos casos efectuar reacciones selectivas}
as{ pueden oxidarse hidroxilos en posicidén 4 6 6 sin afectar al que se
encuentre en la posicidn 274 también puede reducirse el carbonilo de oar=—
bono 1 sin afectar ni al anille lactdnice, ni al epdxido como asf tampoce
a las dobles ligaduras. También es factible introduoir muevos grupos fun-
cionales y aumentar la complejidad de la molécula. Las posiciones mas
propicias al respectc son la 2 y la 3. Como acotacién final, queda abierto
un interesante interrogante y éste se refiere a oémo se ha modificado la
actividad anticancerigena de algunos withanélidos con los cambios funciona-

les introducidose.

Lt
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