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CAPITULO I

INTRODUCCION



Generalidades

Los esteroides que tienen la propiedad de ejercer una acción

especifica y poderosa sobre el músculo cardiaco, por inoculación

en humanosy animales, se agrupan bajo la designación general de

principios cardiotónicos o cardioactivos.
Esta acción radica en un incremento de la contractibilidad

del músculo cardíaco y una disminución en la frecuencia logran

dose, entonces, una mayoreficiencia cardíaca.
Los esteroides cardiotónicos se encuentran distribuidos tan

to en el reino animal comovegetal y se presentan en forma glicg
sídica o bien comoagliconas, llamadas también geninas.

Se localizan glicósidos cardiacos, en pequeñas cantidades,

en semillas, hojas, troncos, raices y cortezas de plantas con am
plia distribución geográfica.

Muchasespecies crecen en regiones tropicales y han sido uti
lizadas por nativos de Africa y Sudamérica en la preparación de

veneno para las puntas de sus flechas.y lanzas, empleadas en ac
ciones de caza o lucha.

Las geninas se encuentran en los venenos de sapos. Estos

principios cardioactivos animales no están glicosidados, pero su
estructura esteroidal está relacionada con las agliconas de los
principios vegetales.

Ya los antiguos chinos usaban un preparado de las secrecio

nes cutáneas de estos batracios, que aplicaban con fines medici

nales tales comoestimulantes cardíacos, diuréticos y expectoran
tes .



-2

'Se supone que la actividad cardiaca de los glicósidos reside

en la aglicona y que los hidratos de carbono le confieren una

solubilidad favorable, siendo por esta razón los glicósidos más

efectivos que las agliconas correspondientes.

Esto no ocurre con los venenos de sapos, donde las geninas

esteroidales libres son más potentes que cuando se los encuen

tra comoésteres de la suberilarginina:

COZH NHI á
HOZC-(CH2)6-CONH-CH-(CH2)3-NH-C

NH2

Estructuralmente, los principios cardiotónicos esteroidales

son de dos tipos llamados cardenólidos y bufadienólidos (Figura

1). Los Cardenólidos son esteroides de veintitres átomos de car.
bono, con un anillo lactónico de cinco miembros a, e no satu

rado (grupo butenólido), y poseen un hidroxilo en el carbono 14

con configuración B;

Los bufadienólidos poseen veinticuatro átomos de carbono,
un anillo lactónico de seis miembros doblemente no saturado

( a -pirona), y un hidroxilo en posición 14 o un epóxido en 14

15, teniendo en todos los casos configuración e

La estereoquimica de estos compuestos corresponde al de un

esterol o un ácido biliar en los carbonos 8, 9, 10, 13 y 17 pg

ro 1a configuración en el carbono 14 es B , o sea que los ani

llos C y D se encuentran fusionados en cis. La configuración

en el carbono 5 es B en los bufadienólidos (anillos A y B cis),
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mientras que en los cardenólidos puede ser a o 5 (Figura 2) o

poseer un doble enlace en la posición 5 (6). Los bufadienólidos

vegetales suelen presentar un doble enlace en 1a posición 4 (5).

Digitoxigenina (XXVII) Bufalina

(Cardenólido) (Bufadienólido)

Figura 1: Ejemplo de los distintos tipos de principios cardiotó
nicos.

Las variaciones estructurales en ambasseries consisten en

diferentes configuraciones en los carbonos 3 y 5 y en la presen

cia de funciones oxigenadas en distintas posiciones del sistema

polinuclear.
Todos los cardenólidos existen comoglicósidos vegetales,

pero los bufadienólídos son productos que se encuentran tanto

en vegetales como en animales.



A/B-trans C/D cis

Figura 2: Estereoquímica de los cardenólídos y bufadienólídos

Numerososinvestigadores se han dedicado a1 estudio-de la

biogénesis tanto de cardenólidos comode bufadienólidos, y de
estos últimos, tanto los provenientes del reino animal comodel

vegetal.

Durante este trabajo se intentó dilucidar el proceso biosin
tético del anillo lactónico de bufadíenólidos vegetales.

Para este propósito se utilizaron bulbos de SciZZa marítima,

inoculando precursores marcados con carbono 14 y degradando poí
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'teriormente al bufadíenólido aislado con el objeto de localizar

la marca incorporada.

Los bufadienólidos mayoritarios presentes en esta planta

OH

R9

OCOCH3 II : R= L«Ramnosa

I :R= D_Glucosa Proscillaridina
Scillirósido IIa: R= 4—0—D*Glucopiranosil

L-ramnosa
I : R= H _a Seillaren AScillirosidina

IIb: R= H Scillarenina

son el scillirósido (I), para la variedad roja, y la scillaren
A (IIa), para la variedad blanca.

Si bien se utilizaron para el presente estudio biosintético

ejemplares de la variedad roja de la SciZZa, para poder genera

lizar una posible aplicación del métodoen otras variedades, el

estudio degradativo se realizó tanto sobre la estructura de sei
llirósido (I) comosobre la de proscillaridina (II).



Antecedentes históricos de la acción farmacológica

La SciZZa ( = Urginea) marítima (Baker L.) ya era conocida

por los antiguos egipcios, griegos y romanos como remedio para

varias enfermedades y venerada como medio de defensa contra ca
lamidades.

El papel que desempeñaba el polvo de SciZZa desecada en 1a

Vida de los antiguos está descripto en la literatura de cada É

poca. Se 1a utilizó comotónico y diurético, y en 1a lucha con
tra las ratas.

Los árabes difundieron su conocimiento y utilización en la

Europa de la Edad Mediaz.

Los apuntes más antiguos conocidos en los que se menciona

1a SciZZa marítima comomedio de exterminación de roedores prg

vienen del investigador árabe MuhammedElgífaki, quien descri

bió, a comienzos del siglo XIII, una "Introducción a la Ciencia
de los Medicamentos"3.

En tiempos más recientes se observaron diferencias entre

dos variedades de SciZZa marítima: 1a blanca, de actividad ne

tamente cardiotónica, y 1a variedad roja, con una gran activi

dad rodenticida, además de su gran acción cardiotónica.

Morfológicamente ambas variedades son tan similares que los

botánicos no hacen diferencia sistemática alguna entre ellas.

Las partes más carnosas de 1a planta se parecen por completo,

con una leve tonalidad más rojiza para 1a variedad roja. Las
diferencias características radican en las distintas sustancias

activas que contienen.
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Este hecho implicó, durante la Edad Media, una fuerte opo

sición al empleo de estas drogas en Medicina ya que pesaba por

un lado, la peligrosidad de la droga natural, con sus fuertes

variaciones de actividad, y por otro lado, los preparados galg

nicos frecuentemente inactivos. Estos preparados tenían un ori

gen netamente empírico y consistían en asar los bulbos, o coci

narlos en agua o vinagre con lo cual se destruían sus principios
activos termolábiles4.

Así, las propiedades curativas de la ScilZa quedaron complg

tamente olvidadas hasta que en el siglo XVIII fue nuevamente u

tilízada comomedicamento contra 1a hidropesía, y volvió a ex

perimentarse con bulbos.

G.L.B. van Swieten cambió el procedimiento de los médicos

antiguos que, temiendo a la actividad de los bulbos frescos tra
taban de amortiguarla en preparados, y utilizó la SciZZa marí

tima recién cosechada, con toda su actividad, la que fue regu

lada con una mejor dosificación. Esto fue, sin duda, un gran a

delanto sobre la vieja terapia, aunque no resultaba muyprácti
co.

F. Mendel intentó utilizar polvo de SciZZa seca logrando

resultados negativos.
Por más de cien años siguieron estudios confusos e infruc

tuosos tendientes a purificar los principios activos.
En 1864, Schroff pudo establecer experimentalmente la gran

actividad diurética conocida de la Scilla y en 1866, Fagge y

Stevenson tuvieron éxito en la investigación sobre la activi
dad cardíaca en ranas.

En 1878, C. Moller realizó trabajos sobre actividad fisio
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lógica con preparados obtenidos por E. Merck. Estos preparados

resinosos, que se vendían en el comercio, contenían las llama

das "scillipikrina" y " scillitoxina" con acción específica so
bre el corazón, mientras que 1a "scillina", cristalina, poseía
propiedades tóxicas.

Aún a principios del siglo XXcontinuaban infructuosamente

los intentos de lograr preparados puros y cristalinos, pero las

propiedades químicas indicadas en la literatura muestran que di

chos preparados deben considerarse comoextractos enriquecidos

acompañados con productos de descomposición.

Finalmente, por iniciativa del farmacólogo W. Straub, los

Laboratorios Sandoz, de Suiza, se hicieron cargo de los traba

jos sobre SciZZa marítima, a partir de 1933. Allí se llevó a

cabo un minucioso estudio de aislamiento y caracterización de

los principios activos de 1a planta.

Si bien estos laboratorios han dejado de utilizar ya como

drogas terapéuticas los compuestos de la SciZZa, que lograron

aislar y caracterizar, actualmente los Laboratorios Knoll con

tinúan empleando dichos compuestos o sus derivados, comopor

ejemplo, los mono, di y tri acetatos de proscillaridina .



Caracteristicas concernientes a 1a SciZZa marítima

Las variedades blanca y roja de SciZZq marítima se encuen

tran extendidas en vastas zonas, pero rigurosamente separadas.

España, Portugal, Malta, Chipre y Asia Menor, producen 1a

especie blanca, mientras que Francia, Italia, Argelia y Marrue
cos tienen los bulbos de la variedad roja.

La SciZZa marítima desarrolla, en los meses de otoño e in

vierno, es decir durante el período de lluvias, hojas carnosas

acintadas de, aproximadamente, 50 a 70 cm. de longitud. Este f9

llaje comienzaa secarse en primavera, y, al llegar el estío el

bulbo se encuentra en periodo de calma o latencia.

Hacia mediados del verano surge una vara de hasta 1,5 m de

altura, con un gran racimo de flores blancas o débilmente roji

zas. Las hojas aparecen nuevamente un tiempo después del flore

cimiento (aproximadamente 1 mes), y proveen al bulbo durante el

período verde del material de reserva.

Sólo en el tiempo en que se marchitan las hojas aumenta sig

nificativamente su contenido en materia activa, la cual alcanza

su máximodurante el periodo de calma, es decir, inmediatamente
antes del florecimiento.

Este contenido disminuye durante 1a floración y permanece

bajo durante el período de hojas.

A. Stoll y J. Renz3 de los Laboratorios Sandoz, publicaron
los primeros trabajos sobre el estudio químico de la planta.

De sus observaciones se concluyó que el contenido de glucó

sidos cardiotónicos en los bulbos de SciZZa marítima fluctúa
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marcadamente según la latitud y la época del año.
El contenido promedio en scillirósido para ejemplares de la

variedad roja naturales de Argelia es, en los meses de verano,

de 350 mg por Kg de bulbo fresco. El mismo contenido aislado de

ejemplares adaptados a nuestro vivero resultó, en promedio, de

35 mg por Kg de bulbo fresco.

Hasta 1951 no se tuvo éxito en encontrar procesos de separa
ción sistemáticos de los glucósidos cardiotónicos ya fuera con

fines analíticos o preparativos.
En ese año6 aplicando técnicas cromatográfícas con Silica

gel en columnas, ya sea basadas en adsorción o partición, se lo

graron estandarizar las condiciones y obtener separaciones re

producibles, aunque para los glucósidos que están presentes en

menorproporción, sólo se obtuvieron mezclas parcialmente enri

quecidas.

Recién con el advenimiento de la cromatografía de alta resg
lución (HPLC)fue posible la determinación cuali-cuantitativa

de preparados de SciZZa7. Las detecciones se realizaron con luz
U.V. a 280 ó 300 nm. Comofase estacionaria se utilizó fase in

vertida C-18 y comoeluyente metanol, o mezclas isocráticas de

acetonitrilo-agua. Comoestándar interno se usaron ésteres de

p-hídroxibenzoico y comoglicósido de referencia la proscilla
ridina (II).



Fotografía 1: Aspecto que presentan ejemplares de

SciZZa marítima en época de lluvias.

Las hojas tienen 50-70 cm de longitud.

-11



-12

Fotografía 2: Aspecto que presentan los bulbos de SciZZa
marítima durante el período de florecimien

to. Se puede observar la subdivisión de un

bulbo oyiginal en tres bulbos hijos que cog
parten la mismaraíz.



-13

Determinación de estructuras y reactividad de los principales
glicósidos cardiotónicos de la SciZZa marítima.

1) Scillaren A (IIa)

Este es el nombredel glicósido principal presente en la ví
riedad blanca de SciZZa marítima..

Después de diez años investigando la química de este glicó

sido, Stoll y colaboradores publicaron una serie de trabajos
científicos a partir de 19333' 8'10, pero, la dilucidación com

pleta de su estructura la presentaron casi veinte años más tar
deób.

Scillaren A (IIa), comoel resto de bufadienólidos de plan

tas, dio negativo los tests característicos para cardenólidos,

es decir, los tests de Legal11, y Raymond12,y debieron ser ca

racterizados por el test de Liebermann3que consiste en la apa

rición de color por tratamiento de los glícósidos o sus aglicg
nas con acido sulfúrico SOi en anhídrido acético.

La estructura básica de scillaren A se pudo determinar,

luego de estudios de hidrólisis, comouna aglicona unida a glu
cosa y ramnosa. El disacárido aislado se llamó scillabiosa y

su estructura resultó ser: 4-O-D-glucopiranosil-L-ramnosa13.
La hidrólisis cuantitativa de scillaren A a scillaridin A

(III) se realiza con ácido sulfúrico 1 %en metanol 50 S a

100°C, y esta ruptura ocasiona la pérdida adicional de una mo

lécula de agua 8'9.
Por acción de la enzima scillarenasa o de la strofantobia
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sa, se logró la separación del resto de glucosa, y 1a consecuen

te obtención de otro de los glicósidos presentes en la SciZZa,

la proscillaridina (II). Por hidrólisis suave de (II) se obtuvo
scillaridin A (III), hecho que condujo al resultado erróneo de

suponer en 1a aglicona original un doble enlace 5 (6) que se

conjuga con el 3 (4) formado durante 1a hidrólisis.

La verdadera posición del doble enlace, entre los C-4 y C-S,
6b . . ., cuando por acc1ón de en21mas aisse confirmó recién en 1951

ladas de hongos (Penicillium, Paecilomyces, Claviceps, etc.) se

logró aislar la aglicona intacta llamadascillarenina (IIb).
Las hidrólisis aludidas y otras reacciones que se realiza

ron sobre scillaren A (IIa) se muestran esquematizadas en la Fi

gura 3.

9d de (IIa) condujo a la saturíLa hidrogenación catalítica

ción de los dobles enlaces en el núcleo y cadena lateral, y se

observó también hidrogenólisis parcial del anillo lactónico con

formación de una cadena lateral del tipo de acido biliar, dando
el ácido hexahidroscillaren A (IV).

La saturación del doble enlace en 4(5)14 elimina la labili

dad del glicósido alílico, y así se pudo eliminar el disacárido

por reflujo con clorhídrico 1Nen metanol. Durante esta hidró

lisis se produjo también la deshidratación del hidroxilo del

carbono 14, y por posterior hidrogenación se obtuvieron dos prg
ductos, uno de los cuales resultó ser idéntico al ácido 3 B 
hidroxi- 5 a - coláníco.

Las identidades se basaron en mediciones de punto de fusión

mezcla, poder rotatorio, solubilidades y formas cristalinas.
Por tratamiento de (III) en medio ácido, se obtuvo anhidro
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proscillaridina (V), la que por acción de hidróxido de potasio

metanólico produjo la ruptura del anillo lactónico9C, obtenién

dose el éster metílico (VI) con el carbono 21 en forma totalmen

te enólica, ya que se pudo acilar y metilar, pero no se logró

formar su oxima, semicarbazona ni fenilhidrazona.

La scillaridin A (III) se comportó en forma similar, y re

cién preparado el éster (VII) se pudo metilar el enol con dia

zometano, pero (VII) no pudo ser aislado por formarse espontá
neamente el derivado de la serie iso (VIII), hecho éste.que a

portó evidencia sobre la orientación B del hidroxilo del car
bono 14.

La posición correcta del doble enlace del anillo A del es

teroide se logró localizar una vez aislada la genina intacta
scillarenina (IIb)6b. Esta genina al ser sometida a oxidación

de Oppenauer condujo16 a una cetona a - B insaturada: scilla

renona (IX). Por reducción de Meerweín-Ponndorf de este compues

to se obtuvieron alcoholes epïmeros en C-3, separables por cro

matografía, y uno de ellos resultó ser idéntico a (IIb).

Las propiedades espectroscópicas de los glicósidos cardio

tónicos de la SciZZa marítima son comunes en cuanto a las seña

les características del anillo bufadienólido. En el I.R. se ob
servan bandas en 1720, 1639, 1603 y 1450 cm'1.

El espectro U.V. es muycaracterístico y presenta la clási
ca absorción a 390mut, log e =3,74.

El espectro de RMN-1Bdel anillo bufadienólido presenta las

siguientes señales características:

a = 6,27 (d, J = 1o Hz, H-C-ZS)



a = 7,46 (d, J' = 2 Hz, H-C-21)

7,87 (dd, J =1o Hz, J' = 2 Hz, H-C-ZZ)OI
ll

El resto de las señales que aparecen en los espectros de

RMN-1Hno han sido totalmente asignados en 1a literatura y se

discuten más adelante.

En estudios más recientes17 se dilucidaron las estructuras

de dos nuevos glicósidos cardiotónicos de 1a variedad blanca de
SciZZa: el Scillifósido (X) y el glucoscillifósido (XI).

Tambiénse caracterizaron otros glicósidos que están presen
tes en ambasvariedades de SciZZa: el scilliglaucósido (XII)18a,

y el scillicianósido (XIII)18b.

OH

R

x : = L-Ramnosa OH XII : R= H
H0 ,

XI : R= 4-0-D-G1ucopiranosil- H XIII : R= OCOCH3

L-Ramnosa
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2) Scillirósido (I).

Este es el nombredel glícósido principal presente en la va
riedad roja de SciZZa marítima. Es un poderoso veneno para ra

tas y no actúa sobre otros animales domésticos ya que su primer

efecto sobre ellos es provocarles el vómito. La dosis letal me

dia es de 0,4 mg por Kg de rata hembra, y 0,7 mg por Kg. de ra

ta macho.

El scillirósido es un bufadienólido del tipo aglicona-glucg
sa sumamenteresistente a la hidrólisis, y fue por este motivo

que Stoll3 y colaboradores comenzaronsus estudios sobre el glg
cósido intacto, hecho que condujo a la interpretación errónea

de algunos resultados obtenidos.

La presencia del anillo lactónico doblemente insaturado

quedó determinada por la identidad del espectro U.V. con el de

scillaren A (IIa), así comopor las reacciones características.
Por titulación se requerían dos equivalentes de base, uno

para abrir 1a lactona, y otro para hidrolizar un grupo acetato

que fue aislado comoacetato de plata. Por ésta y otras obser

vaciones el grupo de investigadores de los Laboratorios Sandoz

sugirió una fórmula tentativa16 para el scillirósido en la cual
el grupo O-acetato estaba localizado en el carbono 23, es decir,
unido a1 anillo bufadienólido.

En 1950 Stoll y Renz19a utilizando enzimas extraídas de Co

19h, y hongoszo,roniZZa glauca L., Medicagosativa (alfalfa)

lograron separar el resto D-glucosa y aislar intacta 1a genina

scillirosidina (Ia). Hasta ese momentoninguna reacción aplica
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da había conducido a derivados cristalinos.

El espectro I.R. de (Ia) mostró un grupo acetato saturado

en lugar de un enolacetato, y esto descartó 1a posibilidad de

que dicho grupo estuviera ubicado en el anillo a-pirona.

Tambiénse estableció en (Ia) la presencia de un alcohol a

lIlico, oxidable con MnO2a una cetona a , B no saturada (XVII).

La presencia de un grupo hidroxilo en posición 146 fue es

tablecida por conversión de scillirosídina (Ia) con KOHmetang

lico en su isoéster(XXI). Un tratamiento similar, pero con meti
lato de bario sobre el scillirósido mism021,habia conducido a

un éster metílico, aunque por su analisis no pudo asignarse cg
mo un único derivado. Este éster metílico presentaba en C-21

un aldehído enolizable, que no dio derivados cristalinos del

grupo carbonilo, ni pudo ser metilado con diazometano.

Los autores concluyeron que estos hechos confirmaban la for
mación de un ester de la serie iso, por deshidratación entre el

enol del carbono 21 y el hidroxilo del carbono 14 e

La presencia de un hidroxilo en posición 8 se asignó debido

a que luego del tratamiento de 3-acetilsci11irosidina con tetra
acetato de plomo, se obtuvo un compuesto que presentó en el es

pectro I.R. las bandas características de cetonas en anillos de
5 y 6 miembros. La prueba definitiva de que se trataba de un

8 e , 14 e diol, la dio el hecho de que formó un éster sulfito

cíclico (XIV)223.

Por tratamiento de scillirosídina (Ia) con permanganato de

potasio, se dejó intacto el doble enlace 4 (5) y se obtuvo un

derivado del ácido etiánico que fue esterificado al compuesto

(XV). Por posterior hidrogenación, deshidratación y nueva hi
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drogenación total, se llegó al etianato de metilo (XVI).

La localización definitiva del acetato se determinó22b por

el hecho de que al someter a la scillirosidina (Ia) a hidrogena
ción catalítica se produjo 1a eliminación parcial de dicho gru

po. Se lo ubicó, por lo tanto en posición alílica, en carbono 6.

Además, la fácil epimerización de (XVII) al estereoisómero ecua

torial más estable (XVIII) y más dextrorrotatorio, confirmó una

configuración 6 Bpara el grupo acetato del scillirósido.
La hidrogenación catalitica de scillirosidina (Ia), condujo

a resultados disparesS' 22h. Por un lado con platino como cata

lizadador y en medio acético se consumieron 5,3 moles de hidró

geno por mol de (Ia), aislándose entre otros, los compuestos de

rivados de los ácidos biliares (XIX). También se formaron algo

de los 3-desoxi-compuestos.

Por otro lado cuando se utilizó paladio comocatalizador y

etanol como solvente, se consumieron sólo 3 moles de hidrogeno.

De la mezcla de productos se pudo aislar un compuesto carente

del acetato de C-ó, y con el anillo lactónico sin abrir, por lo

que se le asignó, tentativamente, 1a estructura (XX). E1 doble

enlace remanente pudo ser reducido en una hidrogenación poste

rior con platino y, comopor oxidación con dióxido de manganeso

o trióxido de cromo, no se obtuvo una cetona a, B insaturada,

se asignó la posición 20-22 para el doble enlace resistente a
la reducción con paladio. Se trataría, entonces de una adición

1,4 de hidrógeno.

Todas las reacciones descriptas se esquematizan en la Figu
ra 4.

En literatura no figura 1a asignación completa del espectro
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Figura 4 : Reacciones sobre scillírosidina (Ia)
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de RMN-1H del Scillirósido, aunque se han publicado algunas a

signaciones parciales.

Los espectros de (I) así comolos de su tetraacetil deriva
do se discutirán más adelante.

En estudios más recientes a cargo de A. von Wartburgzs’24

se lograron aislar nuevos glicósidos de la variedad roja de

SciZZa. Estos nuevos compuestos fueron hidrolizados a sus agli

conas por acción de enzimas específicas, y 1a estructura del

núcleo esteroidal fue caracterizada principalmente por el uso

de técnicas espectroscópicas de RMN-1H,directamente sobre 1a

aglicona o derivados de la misma.

Se asignaron así, las estructuras de Scillarenina- e -D

glucósido (XXII) y Scillirubrósido (XXIII).

Glu Glu

XXII XXIII



Biosíntesis de geninas esteroidales.

a) Biosíntesis de cardenólidos.

El grupo de los cardenólidos es el que ha sido más amplia

mente estudiado; la biosíntesis de los mismosfue investigada

utilizando plantas del género Digitalis, en particular D.Zanata

y D.purpürea. Se realizaron, además, algunos estudios complemen

tarios en Strophantus kombé.

Dadoque la diferencia esencial entre cardenólidos y este

roles radica en que 1a cadena lateral alifática de éstos últi
mos ha sido reemplazada por un grupo butenólido, es de esperar

que su biogénesis esté íntimamente relacionada.

Teniendo en cuenta que el ácido mevalónico (XXIV)es precur

sor conocido del colesterol (XXV),el primer paso fue establecer

si los cardenólidos también derivaban de dicho compuesto.
25,26Ramstadt y Beal en Digitalis Zanata y Leete y colabora

27’29 en D. purpürea encontraron que suministrando ác.
14

dores

mevalónico-Z- C a una planta, aislaban un glicósido radiacti

vo que por hidrólisis producía digitoxigenina (XXVI)y los hi 

dratos de carbono glucosa y digitoxosa, comprobandoque toda tg

da la actividad permanecía en la aglicona.

Si la digitoxigenina (XXVI)se formaba a través del colestg
rol (XXV),o algún triterpeno muy relacionado, por ruptura en

tre los carbonos 23 y 24, la distribución de la marcación sería

la indicada en 1a Figura 5.
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FHZOH

CH2 OH\/C —r// \\. ’
H3C CHZCOZH Colesterol

H0
xxv (XXV)

íO

H Digitoxigenina
(XXVI)H0

H

Figura 5: Hipótesis sobre la marcación en Digitoxigenina a par
tir de ácido mevalónico-2-14C. La degradación total

indicó que toda la radiactividad se encontraba en

los carbonos 1, 7 y 15.

Por degradación de la digitoxigenína a1 ácido etiánico co

rrespondiente y análisis de los productos de degradación, se

comprobó que el carbono 22 no estaba marcado. Además 1a degra

dación total indicó que toda la radiactividad se encontraba

en los carbonos 1, 7 y 1527.

En consecuencia, sí bien plantas de D. Lanata son capaces

de metabolizar colesterolza, el anillo butenólido no provenía



-25

de la cadena lateral del mismoni directamente a partir del ác.

mevalónico (XXIV), ya que ninguno de sus átomos de carbono po

seía radiactividad.

Quedabanpor lo tanto dos hipótesis posibles:

a) una ruptura de 1a cadena lateral del colesterol entre los

carbonos 20 y 22, para dar un 20-ceto-derivado del pregnano, el

cual reaccionarïa con una molécula de acetato (comoacetil

CoenzimaA), dando un B -hidroxiácido que, por deshidratación
oxidación del C-21 y lactonización daría lugar al anillo bute
nólido.

b) a partir de un ácido etiánico el que reaccionaría con una

molécula de acetato dando un B-ceto-ácido, el que por descar

boxilación daría lugar a un 20-ceto-derivado del pregnano que

reaccionaría comose indicó anteriormente en a. (Figura 6).

Para decidir cuál era 1a hipótesis correcta, Leete y cola

boradores hicieron experimentos suministrando a plantas D. Pur
14 29,30 14 30

’pürea, acetato de Sodio-1- C y ácido mevalónico-S- C

y Reichstein y colaboradores30 suministraron acido mevalónico
14€ a D. Lanata. Las distribuciones de marcación en escuale3

no (XXVII), colesterol (XXV)y pregnenolona (XXVIII), pueden

observarse en la Figura 7.

La digitoxigenina (XXVI)aislada en todos los casos resul
27,30

Itó activa, y por degradación se determinó que el acetato

14€ había dado lugar a dígitoxigenina marcada en elde sodio-1

sistema esteroidal y en los carbonos 20 y 23 del anillo buteng

lido, pero no en los carbonos 21 y 22, lo cual estaría de acuer

do con cualquiera de las dos hipótesis enunciadas anteriormen:
12€.
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Figura 6: Hipótesis sobre la formación del anillo butenólído de
cardenólidos.

14El ácido mevalónico-S- C había marcado sólo el carbono 20

de 1a digitoxigenina (ademásdel sistema esteroidal), y final
14mente el ác. mevalónico-3'- C produjo el cardenólido marcado

en los carbonos 18, 19 y 21, estando 1a tercera parte de 1a ag
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tividad total presente en este último.
Este resultado está de acuerdo con un intermediario del ti

po pregnano y no con un ácido etiánico, debido a que en ese úl

timo caso debería obtenerse digitoxigenina sin marcación en el

carbono 21, ya que éste provendría de una molécula de acetato.

Ademásla hipótesis de un ác. etiánico no estaría de acuer

do con el resultado obtenido con ác, mevalónico-3-14C, ya que

dicha hipótesis supone que el C-ZOproviene de una molécula de

acetato.

En consecuencia quedó demostrado el camino:

ac. mevalónico - - - - - - - -—>colesterol - - - - - - - -->pregnenolona - - ——-

1"ÉlgÏÉÏVEQ-u--‘ocardenólidos.

Varios trabajos posteriores intentaron aclarar algunos pa
sos del esquemabiosintético trazado.

Entre ellos Tschesche y Brassat32 encontraron que adminis

trando pregnenolona-21-14C, con el hidroxilo de la posición

3 B libre, a D. purpürea se obtenía digitoxigenina radiactiva

Establecidos entonces los lineamientos generales del esque

mabiosintético quedaba por estudiar aún:

a) el mecanismo de saturación del doble enlace 5 (6), y

b) la hidroxilación en B del carbono 14.
33-38que la progesteronaRespecto de a) se pudo comprobar

(XXIX)era el íntermediario utilizado por la planta para redu
cir el doble enlace 5 (6).

Análogamente a lo que ocurre en animales la pregnenolona

(XXVIII) se transformaría en progesterona (XXIX)y en ese mo

mento se saturaría el doble enlace.

Respecto de la hidroxilación en el carbono 14 no es posi
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ble con los datos que se tienen hasta 91 momento36'37'39'46
aclarar su mecanismo .

Conrespecto a las hidroxílacíones en otras posiciones del

sistema esteroidal, los datos registrados hasta el presente son

muylimitados.

XXIX
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b) Biosíntesis de bufadienólidos animales.

Con el objeto de comprobar si el anillo bufadienólido en a
nimales tenía su origen en una condensación entre un derivado

del tipo 20-ceto-pregnano con una molécula de bajo peso molecg

lar, que proporcionaría los tres átomos de carbono que restan

para formar el anillo lactónico, se inyectó pregnenolona-4-14C

a sapos Bufo marinus y pregnenolona-20-14C (XXVIIIa) a sapos BE

fo paracnemis47. En ambos casos se encontró que la marinobufa

gina (XXX)aislada no era radiactiva.

Mr

H0 OH
XXX

Algunas experiencias previas de ínocúlaciones con colesterol
504-14C (XXV)47’ en Bufo marinus habían originado resultados

contradictorios respecto de su incorporación a bufadienólidos.

Por otra parte el ácido mevalónico (XXIV)era incorporado en

los bufadienólidos y en el colesterol (XXV)en sapos Bufo pa
. 49,51racnemts .

1g 43,49Finalmente se inyectó colestenflrzo C a sapos Bufo pa

racnemis y la marinobufagina (XXX)aislada al cabo de 78 y 107
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dias resultó radiactiva. Por oxidación al ácido etiánico corres
pondiente, previa acetilación, y degradación de Schmidt de dicho

ácido, se determinó que toda la actividad del bufadienólido re
sidía en el carbono 20.

Se postuló, entonces, que en el caso de los sapos el coles

terdl (XXV)seria inicialmente transformado en un intermediario

con estructura de ácido biliarsz, que luego sería convertido en
bufadienólidos.

Conel objeto de sustentar esta hipótesis se sintetizaron
colesterol-24-14CS1 (XXV)y el ácido 3- B-hidroxi-S-colénico-24

14C 53,54 (XXXI),y se utilizaron en ensayos biosintéticos con

sapos Bufo paracnemis intactos. En ambos casos las experiencias

indicaron que los productos ensayados no resultaron precursores

de los bufadienólidos de origen animalss.

Teniendo en cuenta estos resultados negativos se descarta

ría la hipótesis del precursor con cadena de ácido biliar, al
menoscuando el sistema tetracIclico del precursor contenga di

ferentes funciones tales comolas de los bufadienólidos en estg
dio.

Se reconsideró, entonces, la posibilidad de que en animales

el proceso transcurriera a través de un intermediario del tipo
20-ceto-pregnano, pero estructuralmente más cercano del produc

to final que la pregnenolona.

Se realizó entonces la síntesis de la 3-B-hidroxi-S-5-pre¿
nan-20-ona-2019C65b(XXVIIIb) que fue inoculada en sapos Bufo

paracnemis. Tambiénen este caso se obtuvieron resultados nega
55tivos por lo que, el proceso biosintético no está aún clara

mente establecido.
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Los resultados obtenidos por inoculación de esteroides mar

cados en las experiencias con sapos mencionadas, se esquemati

zan en la Figura 8.
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c) Biosíntesis de bufadienólidos vegetales.

Los estudios biosintéticos de bufadienólidos en el reino ve
getal han sido realizados en HeZZeborusatrorubens y en la va

riedad roja de SciZZa marítima.

Dada1a similitud estructural entre cardenólidos y bufadig
nólidos, se pensó que la biogénesis de ambos estaría muyrela

cionada. En 1965, Tschesche y Brassat57 suministraron el glucg

14€ a Helleborus atrorubens, determinansido de pregnenolona-21

do que la hellebrina (XXXII) aislada a1 cabo de 16 días era ra

dioactiva. Por ozonólisis de este producto, previa acetilación,

se obtuvo una sustancia inactiva, lo cual demostraba que la ra

dioactividad presente en la hellebrina (XXXII)se encontraba en

el anillo lactónico y que por lo tanto no habia ocurrido una

ruptura de la pregnenolona dando acetato radiactivo y posterior
síntesis del bufadienólido.

14Posteriormente se suministró pregnenolona-4- C y pregneno
58lona-3-a-T con el fin de estudiar el mecanismode hidroxila

ción en la posición 5. La hellebrina aislada contenía tritio
aunque la relación T/14C había disminuido. Por otra parte, la

3- B-hidroxi-S- B-pregnan-ZO-ona-16,17-T2 (XXXIIIa) y la 3-5

hidroxi-S- a-pregnan-ZO-ona-16,17-T2 (XXXIIIb)58, no fueron in
corporadas. Esto permitió suponer que 1a hidroxilación en el

carbono 5 no ocurre por sustitución directa del hidrógeno en

esa posición sino por adición de agua al doble enlace 5 (6).

Ademásel hecho de que haya una retención parcial del tritio

en la posición 3 a, implica que no es necesaria la formación

de un ceto-derivado; sin embargola pérdida de tritio encontra
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da puede deberse a que la pregnenolona (o un derivado relacio

nado) esté en equilibrio con un 3-ceto-derivado que no interven

dría directamente en la síntesis de hellebrina (XXXII).

Glu-ram-Q

Hellebrina (XXXII)

Paralelamente a estos ensayos en HeZZeborusatrorubens,

Gros y colaboradores realizaron experiencias sobre la variedad

roja de SciZZa marítima encontrando que el ácido mevalónico-Z

14€ (XXIX)49 se incorporaban14€ (XXIV)59 y la pregnenolona-ZO

al scillirósido (I) lo cual confirma los resultados anteriores.
De acuerdo con estos datos se pudo postular el esquema big

sintético básico de la Figura 9 para la formación de los bufa

dienólidos en plantas. No se conocia hasta ese momentola uni

dad X que reaccionaba con el intermediario de tipo pregnano pa

ra formar el anillo lactónico. Tampocose sabia si el aporte

de los 3 átomos de carbono requeridos provendrIan de un sólo

compuesto o de dos o tres adiciones sucesivas.

Se suponía como un camino posible de formación del anillo
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lactónico a-pirona, 1a condensación del ácido oxalacético

(XXXIV)con un derivado de la pregnenolona (XXVIII), con posterior

pérdida de dióxido de carbono y lactonización.

Acido mevalónico - - - - - --)pregnenolona--t-X—->bufadienólidos

(o ZO-ceto-derivado del

pregnano )
f
c

V

progesterona

(u otro 3-ceto-derivado)

Figura 9: Esquemabiosintético de formación de los bufadienóli
dos en plantas.

La reducción del grupo carbonilo presente en el anillo y

la pérdida de dos moléculas de agua produciría el anillo lactg
nico hexaatómico doblemente insaturado. (Figura 10).

Nuestro trabajo justamente se inicia, en base a estos resul
tados, con el objeto de dilucidar cuál es 1a unidad X que se u

ne al derivado del tipo pregnenolona para formar el anillo bufa
díenólído.
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\\V/o fazu HOO o

co <;
¿H . H 023 H0 02H
I 2 ——-————> -—¿————+ —————>

cozn
xxx1v

figura 10: Hipótesis sobre la formación del anillo a -pirona.
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Objetivos

El objetivo del presente trabajo fue dilucidar el origen

biosintético del anillo a-pirona que formaparte del esqueleto
carbonado de los bufadienólidos vegetales.

Se trabajó con SciZZa marítima (Baker) variedad roja.

Según el esquemapostulado de biosíntesis presentado en la

_Figura 10 los precursores del anillo bufadienólido serían:

a) un esteroide del tipo 20-ceto-pregnano y

b) un metabolito pequeño de 3 ó 4 átomos de carbono de los cua

les el ácido oxalacético parecía ser el más indicado.

Se inocularon en dichos bulbos los siguientes precursores
marcados con 14C:

a) Precursores inoculados que fueron adquiridos a firmas comer
ciales.
Acetato de sodio -14C

Piruvato de sodio -1-14C

Acido suchnico -1,-4-14C2

b) Precursores inoculados que fueron sintetizados para este

propósito:
Acido oxalacético-4-14C

Acido oxalacético-1,2-14C2

Conel objeto de verificar diferencias que pudieran ocurrir

en los procesos metabólicos relacionados con la biosIntesis,
se realizaron inoculacíones en distintas épocas del año, y con

distintas técnicas, según la presencia o ausencia de hojas en
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las plantas.
Luegose aislaron los bufadienólidos presentes en cada bulbo

inoculado y se purificó el scillirósido obtenido en cada caso.

El estudio posterior consistió en una degradación del scilli
rósido radiactivo obtenido en cada una de las inoculaciones.

Se describirán detalladamente a continuación las siguientes

etapas:

1) Síntesis de trazadores marcados.

2) Inoculación de trazadores.

3) Aislamiento de scillirósido.

4) Reacciones de degradación.



-40

Sintesis de Trazadores

Con el objeto de comprobar el camino de biosíntesis propues

to en la Figura 10, se llevó a cabo la sintesis del ácido oxala
cético (XXXIV)con marcación radiactiva en distintos carbonos:

a) ácido oxalacético-4-14C: esta marcación no deberia localizar
se en la-estructura final del bufa
dienólido.

b) ácido oxalacético-1,2—14C2: esta marcación debería hallarse
en 1a estructura final del bufadie

nólido, localizada en los carbonos

23 y 24 del mismo.

Métodospara la Síntesis del Acido oxalacético

Método 1

Por condensación de los ésteres etílicos de los acidos acéti
co y oxálico, con etóxido de sodio, se obtuvo el derivado soda

do del oxalacetato de dietiloóo'61. Luegode débil acidificación

se separó el oxalato de dietilo aceitoso, que se purificó por
destilación a 24 Torr. La hidrólisis final para obtener el com

puesto (XXXIV)se realizó con ácido clorhídrico 1 N a reflujoóz.

Este último paso disminuyó notablemente el rendimiento glo

bal de la reacción, y por lo tanto, se descartó para la sínte

sis del compuestoradiactivo.
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Mét_odo_2

Uncamino sintético alternativo consistió en la condensación

de los ésteres ter-butílicos de los ácidos acético y oxálico,
utilizando ter-butóxido de potasi063’64. Se obtuvo, entonces,

la sal de potasio del oxalacetato de diter-butilo (XXXVII)que,

luego de acidificación y extracción,.se trató en benceno anhi

dro y p-toluen-sulfónico para obtener el compuesto buscado

XXXIV)65.

Este último paso de eliminación resultó producirse con al

to rendimiento, gracias a la labilidad de los ésteres ter-but;
licos, y permitió, asimismo, el aislamiento comoun sólido del

ácido oxalacético en su forma enólica (másestable):trans-hidroxi
fumárico, evitándose reacciones secundarias de descomposición.

Según fuera la marcación radiactiva final deseada para el g
cido oxalacético se debió partir alternativamente de acetato de

ter-butilo-1-14C (XXXV),o de oxalato de diter-butilo-1,2-14 C2

(XXXVI).

El esquema de síntesis del ácido oxalacético (XXXIV)marca

do en distintos carbonos se presenta en el Esquema 1.

Para la obtención del acetato de ter-butilo-1-14C (XXXV)se

hicieron reaccionar bromuro de benzoílo y acetato de sodio-1

14Ganhidr067, destilándose de 1a mezcla de reacción.e1 bromuro

14€. Debido a la labilidad frente a la humedad quede acetilo-l

presenta el mencionadohalogenuro de ácido no se lo aisló, sino

por el contrario, se lo recogió directamente sobre los reacti

vos de esterificación. Se purificó a XXXVpor destilación.
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Para la obtención del oxalato de diter-butilo-1,2-14C2 66
(XXXVI)se hizo reaccionar pentacloruro de fósforo con ácido

oxálico-1,Z—14CZ anhidro finamente pulverizados y con buena a
gitación durante tres dias. Luegose destiló del sistema el di
cloruro de oxalilo formado, el que se esterificó inmediatamen

te. El compuesto (XXXVI)su purificó por recristalízación.

* BrCOPh * tBuou *
BSC-COONa H C*COBr H C-COOtBu-—————-————» 3 ———————————4> 3

C6H5N(CH3)2 xxxv

'coou °coc1 t ’COOtBuPCl BuOH
_ 4 —_——————————> c xxxv1OH Ü .co 5’ coc1 piridina coo Bu

c cu ÉOOtBu CH Éoon
xxxv + XXXVI .1) Bu0.l( l 2 t p-toluen-SO3H 2——fi.

2.) H+ c0Jcoo Bu t04toou
xxxvrr xxxrv

Esguema1 : Síntesis del ácido oxalacétíco-4-14C (*) ,
14 .y 1,2- C (,) .
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2) Inoculación de precursores

Comoya se describió anteriormente las plantas de SciZZa

presentan dos períodos anuales bien diferenciados por la pre

sencia o carencia de follaje. Debido a que los estudios acer

ca del contenido en scillirósido de los bulbos, que figuran

en literatura, fueron realizados sobre ejemplares oriundos de
la zona del MarMediterráneo, se trató de verificar dichos re

sultados sobre bulbos de la variedad roja provistos por la Fa
cultad de Agronomía local. Sin duda, la especie ha debido a 

daptarse al clima más fresco y a un suelo distinto en nuestra
latitud.

Fue por este motivo que se inocularon precursores marcados

en distintas épocas del año. Los resultados obtenidos fueron

similares a los que figuran en bibliografia, y se discutirán
más adelante (Tabla 3).

En los meses en que no había hojas presentes, la inocula

ción se efectuó directamente en el bulbo, practicándose ori
ficios con sacabocados. (Método A).

El precursor se inyectó diluido en solución reguladora, de

modotal de llenar dichos orificios. Luego se los cerró con

un tapón del mismo tejido del bulbo.

Debido a la poca circulación de metabolitos que supusimos

tenía lugar en el bulbo, se practicaron orificios lo más pe

queñOJyprofundo posibles. Para esto se construyó un sacabo

cados especial, lográndose perforaciones de 3 mmde diámetro

por 15 cmde longitud. Se practicaron tres orificios por día

durante cuatro días consecutivos, inoculando cada vez un do



¡IN0cuLAcIo,NscILLIRos1Doobtenido

EPrecursorCanti-Act.Esp.Act.Tot.MIMesTICant.Act.Esp.Act.Tot.Inc.Absol

Inoculadodad(mg)dpm/mmoldpmmg.dpm/mmoldpmt

1411

1Acetato-l-c2,11,3x103,3x109BAgos21001,02x1071,3x.1060,04

14

2Acetato-1-c1,41,3x10112,2x109BMayo1a011,5x1062,03x1oS0,009 3Piruvato-1-‘4c0,31,4x10111,1x10BAgo22s11,6x100,0012 4Succina-1,012,6x10

14

0,00045

to-1,4-Cz

5Oxalaceta-722,0x10

14

1,0x100,0004

to-4-C

0,00085 0,0033

3Ogalaceta-1411,7x101,8x10BAbr21181,4x1063,8x100,021

to-1,2-”c2

963,23,6x10

1,7x10ADic771s4,7x10xs,sx100,032

Tabla3:E-entrada;MI-métododeinoculación,A:enausenciadehojas,8:'enpresenciadehojas;TI-Tiem

podeinoculación(endías);Inc.Abs.-Se-definecomolaactividadtotalpresenteenelscillirósi
doaisladodivididopor1aactividadtotalinoculadaenelbulbo.

-44
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ceavo del volumen total a inocular. En los casos de inoculación

de oxalacetato se separó la masa total en cuatro fracciones y

se disolvieron en el momentomismo de la inoculación para evi

tar reacciones de descomposición.

En los meses en que la planta presentaba hojas, el método

de inoculación se complementó (Método B) con mechas de hilo de

algodón cuyos extremos pescaban en un frasquito con la solución

del precursor. Así el precursor ingresaba a las hojas por capi
laridad.

Existía también la posibilidad de que un bulbo con sus raí

ces intactas absorbiera el trazador de una solución hidropóni

ca, que contenía, además, sorbato de potasio comoantifúngico.

(Método C). Pero se comprobó que la planta, carente de hojas,

no aumentaba su peso luego de una semana semisumergida en este

medio, y que el tejido de sus raíces comenzaba a ablandarse.
Por lo tanto se descartó este medio de inoculación.

El tiempo transcurrido entre el primer dia de inoculación

y el día de cosecha de la planta, varió entre siete y veintidós.

Cuando la inoculación se realizó en los últimos días de Diciem

bre, el tiempo transcurrido hasta la cosecha era menor, debido

al riesgo de que, en el interín, comenzara 1a floración, con 1a

consiguiente biodegradación del scillirósido ya formado.
Se realizaron en total 9 inoculaciones en distintos bulbos

según se muestra en la Tabla 3.
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3) Aislamiento del scillirósido.3’23

Una vez cosechado cada bulbo, se descartaron sus raíces,

se pesó, se cortó en pequeños trozos y se secó. El peso de

cada bulbo seco representaba aproximadamente, el 10 t del pg
so del bulbo fresco.

Luego de pulverizarlo se procedió al aislamiento de los

glicósidos de bufadienólidos. Existen dos técnicas en litera
tura que se basan en una extracción con metanol23 o etanol3

respectivamente.

Por constatarse que luego de varias extracciones con eta

nol, aún quedaba en el residuo de scillirósido extraíble con

metanol, se utilizó la técnica del metanol para todos los aii
lamientos.

Una vez concentrado el residuo alcohólico se agregó agua

y tetraacetato de plomo, para precipitar antocianinas y colo
rantes. Esta mezcla de aspecto lechoso, se filtró por Celite,

se diluyó con igual cantidad de agua y se eliminó completamen

te el alcohol por reducción del volumen a baja presión y tem

peratura.
De esta solución acuosa se extrajeron con cloroformo las

sustancias poco polares (comopor ejemplo los esteroles), y

luego, en una extraCCión con cloroformo-butanol 7:3, se ais

ló la fracción que contenía los glícósidos cardiotónicos im

puros, y que representaban el 1 %p/p del extracto seco inié

cial aproximadamente.

En la Figura 24 (pág.92 ) se detallan las incorporaciones
de radiactividad que se localizaron en cada uno de los residuos
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y extractos provenientes del proceso de aislamiento del scilliL

rósido obtenido por inoculación de oxalacetato-1,2-14C (Tabla 3

entrada 9).

La obtención de scillirósido puro a partir de 1a fracción de

glicósidos de bufadienólidos, se logró por cromatografía de ad

sorción en silicagel. E1 extracto se sembró en forma de pasti 

11a y 1a elución se comenzó con cloroformo, aumentándose gradual

mente el porcentaje de metanol. El scillirósido se eluyó con u
na solución de 4%¿e metanol en cloroformo.

La forma cristalina se logró por recristalización de metanol

agua.



-43

4) Reacciones de degradación del scillirósido.

Con el objeto de establecer en forma inequívoca el origen

biosintético de los carbonos constituyentes del anillo a —pi

rona en los bufadienólidos vegetales, debieron llevarse a ca

bo secuencias de degradación sobre el scillirósido radiactivo.

Se pudieron aislar así, determinados grupos o átomos, y medir

1a incorporación radiactiva lograda en cada uno de ellos.

Dichas secuencias degradativas se muestran en la Figura 11.

Excepto los caminos indicados como a), b) y g), que no con

dujeron a resultados satisfactorios, el resto, se aplicó sobre
scillirósido obtenido por inoculación con distintos precurso
res marcados.

Ademásse extendió la aplicabilidad de estas secuencias,

ensayándolas sobre la estructura de proscillaridina (II).

Glu- Scillirósido

OCOClzl3



***

c-21yc-22,c—23,c-34c-24

glucosayC-24

***ae_'_'

c-21,c-22,c-23,c-24<——-ïó¿——-‘SCILLIROSIDO’-’——’——-*’C1 yC2

deacetatodeC-6

/4;f
,C-23y

C-21,C-22

C-24

C24*'k**

y_

Figura11:a,b,c,d,e,f,gyhnciasdegradativasllevadasacabosobre

laestructuradescillirósido,conelobjetodeaislarloscarbonos incluídosenlosrecuadros Czcarbonosdiferenciadossuaislamiento
*

C:carbonosindiferenciadosensuaislamiento
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a) Reacción de degradación con permanganato de potasio.

En literatura está descripta la reacción de scillirosidina
(13)22b

manganato de potasio utilizando acetona comosolvente.
y scillaren A (113)68, acetilados previamente, con per

Segúnlos autores, el reactivo sólo actúa sobre el anillo

bufadienólído, sin afectar el doble enlace en 4(S), ni el res
to de las funciones presentes en 1a molécula.

Unavez finalizada la oxidación ellos describieron 1a obten

ción de dos fracciones principales: una ácida que, luego de este
rificación con diazometano, produjo un derivado del etianato

de metilo (XXXVIII). La otra fracción, neutra, correspondía a

una estructura de ceto-lactona (XXXIX).

La reacción propuesta se presenta en el Esquema2.

Ia' : R'= AC, R'= OAC, XXXIX XXXVIII

IIIa': R=scíllabiosa
peracetilada, R'=R"=H

Esquema 2: Degradación con permanganato de potasio.
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De haber sido viable esta degradación para la molécula en es

tudio, se hubiera dispuesto de una forma rápida de eliminación

de los carbonos correspondientes al anillo a-pirona, y 1a de 

tección de radiactividad, tanto la remanente en la estructura

' esteroidal glucosidada, comola presente en los carbonos aisla

dos (indiferenciados), comocarbonato de bario.

Cuandose aplicó, en nuestro laboratorio, esta reacción so

bre el tetraacetilscillirósido (XL), y se analiZó la mezcla de

reacción por ccd, se observó la formación de por lo menos, cin

co productos.

Los componentes de dicha mezcla resultaron ser muy dificiles

de separar, y las extracciones con base sólo lograron enriqueci
mientos parciales en algunos de los productos más polares.

Debido a 1a escasez de scillirósido de partida, a 1a poca r3

producibilidad de la reacción, y a la imposibilidad de aislar

en forma pura los productos de reacción para determinar sus es

tructuras, se descartó esta secuencia degradativa.
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b) Secuencia degradativa para la obtención de los carbonos 22,

23 y 24.

Se intentó aplicar sobre el scillirósido la secuencia de

óga’b sobre resinobufogeninareacciones propuestas por Kamano

(XLI).

Según esta secuencia la acción del borohidruro de sodio

conduciría a una reducción del carboxilo de C-24, con poste
rior apertura del lactol formado, adición 1,4 de hidrógeno a

los dobles enlaces conjugados y una nueva reducción de los r3

sultantes aldehidos de C-24 y 21, resultando asI, una cadena

lateral con la siguiente forma:

k HOH
1° 2

z/ \\ CHZOH

BH4NaH
0

H0

XLI

La obtención a partir de scillirósido de una estructura de

este tipo, habría permitido, por acetilación y posterior ozo

nólisis oxidativa, aislar los carbonos 22, 23 y 24 bajo la for
ma de ácido B-acetilpropiónico y, por otro lado, el resto es
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teroidal acetilado.

Sin embargo 1a acción de los hidruros metálicos sobre los bg

fadienólidos no está claramente establecida, más aún, resultan

contradictorios los resultados obtenidos por distintos grupos
de investigadore524’70'72.

Inicialmente se probó en nuestro laboratorio, la reducción

del scillirósido con dioxano-agua (4:1) comosolvente, a 0°C.

Pero el compuesto resultó insoluble en esas condicionesQ'Se

cambió entonces el solvente por metanol o etanol. En ambos ca

sos a los pocos minutos de comenzar 1a reacción se observó, por

ccd en silicagel, solvente de elución 1, revelador 2, 1a mancha

correspondiente a scillirósido (Rf=0,55) y una mancha de aspec

to totalmente similar de Rf=0,4. Ambasrevelaron con fluorescen
cia verde-amarillenta. Conel tiempo, la proporción de scillirg
sido disminuía y al mismotiempo aparecia un precipitado blanco

cristalino. A las 24 hs. no se detectó scillirósido por ccd. Se

filtró entonces la solución y se aisló el precipitado, cuyo es
pectro RMN-1Bindicó la desaparición del grupo acetato alIlíco

de C-6, y la permanencia intacta de las señales del anillo a 

pirona. Este compuesto se comportó por análisis en ccd como la

mancha de Rf=0,4.
La formación de este precipitado impidió una reducción sub

siguiente a baja temperatura, y sólo con reflujo se logró, a

las 24 hs., la desaparición de la mancha de Rf=0,4 (debió a
gregarse esporádicamente más borohidruro). Sin embargo, la

reacción perdió utilidad pues se obtuvo una mezcla compleja de

varios productos muypolares que revelaron ya sin fluorescen
cia.
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Se intentó, entonces, nuevamente con el solvente dioxano-a'
gua, trabajando esta vez a temperatura ambiente para evitar la
insolubilidad del scillirósido.

A las dos horas de reacción se detectó, por ccd, el produc

to de desacetilación (Rf= 0,4). Dos horas más tarde se detecta
ron dos productos más polares que revelaron con color marrón

(Rf= 0,2 y Rf= 0,1). A las 48 hs. sólo se detectaron por ccd.
las dos manchasmás polares que resultaron ser difícilmente ei
traíbles del medio de reacción, dada su gran solubilidad en

dioxano-agua.

Ambosproductos, aislados cOn un rendimiento máximo del 15%,

no pudieron obtenerse puros comotales, ni comosus derivados

acetilados, por cromatografía de adsorción en columna.

13C de la mezcla acetilada (se deEn el espectro de RMNde

talla en la Parte Experimental) se pudo observar que la doble

ligadura en 4(S) permanecía intacta, y suponer una mezcla de

compuestos que poseían además dobles enlaces en 20 (22) y 20

(21). El espectro de RMN-1Hconfirmó 1a presencia de la insa

turación en 4(5).
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c) Secuencia degradativa tendiente a aislar el C-24

Unaposibilidad interesante resultó ser el aislamiento di
recto del C-24 del scillirósido comoel carbono carbonílico de

la benzofenona.

Un mecanismo degradativo de este tipo había sido llevado a

27 sobre digitoxigenina (XXVI)cabo por E. Leete y colaboradores

El método se basó en la reacción de grupos carbonilo con fe
nil-litio para dar, luego de una oxidación fuerte, ácido ben 

zoico o benzofenona, según que el carbonilo original provinie

ra de una cetona o una lactona respectivamente.

Para poder aplicar este tipo de reacción sobre la molécula

de scillirósido se debieron superar dos inconvenientes:

1) 1a búsqueda de un solvente apropiado para la reacción con

fenil-litio, capaz de solubilizar a aquella molécula tan pg
lar.

2) Eliminación de la precipitación de los alcóxidos de litio,

debido a la presencia en el scillirósido de grupos hidroxi

los libres, antes que se produjera 1a reacción deseada con
el carbonilo de la lactona.

Ambosproblemas se superarían bloqueando los grupos hidroxi

los secundarios. Una acetilación de los mismos, implicaba la

segura reacción del fenil-litio con los restos acetilo intro

ducidos, imposibilitando asi, el aislamiento de una benzofeng

na que proviniese exclusivamente del C-24.

Se procedió, entonces, a metilar los hidroxilos secundarios
libres, presentes en el scillirósido.

El primer método que se probó fue, el que utilizaba una so:
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lución de díazometano en cloruro de metileno y catálásis de

trifluoruro de boro eterato73. Comocosolvente para la disolu
ción del scillirósido, se utilizó 1,2-dimetoxietano anhidro.

Durante el agregado de diazometano se observó 1a formación

de abundante precipitado de polímetileno, hasta que se insolu
bilizó el bufadienólido. Luegodel aislamiento se recuperó el

producto de partida sin metílar.
Se intentó luego el método de Kuhn74, aunque se sabía de

antemano que para lograr una reacción total se debia proceder
a remetilar.

Se trabajó con óxido de bario comobase heterogénea, N, N

dimetilformamida secada sobre óxido de bario como solvente, e

ioduro de metilo comoagente metilante.

El producto aislado de tipo vitreo mostró por ccd (silicí
gel, solvente de desarrollo 2, revelador 1), ser una mezcla

de dos productos principales con polaridad muchomenor que el

scillirósido de partida, habiendoéste desaparecido.
Los intentos de analizar la mezcla por cgl fueron infruc

tuosos debido a la descomposición de la muestra bajo todas las

condiciones probadas.

Dadoque el producto de metilación resultó ser soluble en

solventes poco polares se decidió probar sobre éste 1a reac 

ción con fenil-litio, sin haber obtenido un único producto to
talmente metilado; ya que, si bien éste se lograba con una re
metilación, la pérdida de rendimiento se hacia importante.

La Figura 12 muestra el espectro de RMN-1Hpara el produs
to de metilación del scillirósído.
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Figura 12: Espectro RMN-1del producto de metilaeión del sci
llirósido.

Dos datos importantes se pudieron deducir de la observación

del espectro y su comparacióncon el del scillirósido intacto

(Figura 13).

En primer lugar se observa la pérdida del grupo acetato al;
lico del carbono 6. En segundo lugar, se observa la introducción

de seis grupos metoxilo, cuatro correspondientes a1 azúcar, otro,

proveniente de la metilacíón del hidroxilo de C-6, y el último,

puede provenir de la metilación del hidroxilo vinflico de C-21.

La apertura de la lactona insaturada se manifiesta en la se

ñal obtenida a 6 =3,64 proveniente del grupo CHSOOC-del C-24.
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De esta forma se modifica la estructura de la cadena late

ral obteniéndose un esqueleto del tipo a. (Figura 14).

1P
'I

Figura 13: Espectro de RMN-IEde scillirósido.

Los datos que figuran en literaturag’16’zza’77’78 describen

una cadena lateral del tipo b para los casos en que se trató

al bufadienólído de partida con metilatos en metanol anhidro.

Esta diferencia se basa posiblemente en los distintos meca
nismos de reacción.

Si bien los productos de metilación presentaron el anillo

a -pirona alterado, aún resultaron susceptibles de reaccionar

con fenil-litio sobre el C-24 y, al mismotiempo, se logró eli
minar el otro centro reactivo similar: el acetato alílico.

La reacción del éster de C-24 para dar un alcohol terciario
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con dos sustituyentes fenilos, puede lograrse también por trata
miento con bromuro de fenilmagnesio, en éter anhidro, pero esta

reacción de Grignard sobre ésteres a ,58 -insaturados, da mayor

porcentaje de adiciones conjugadas 1,4 , que los correspondien

tes reactivos organo-litios78.

(L o o

I ocn3 I KO l kOCH3

/ ocn3 / /\
OBa cu3ox o

<————-—— ————————q>

í ICH3 CH30H
H ou0

3 E

Figura 14

79 y se lo guardó en fríoSe preparó el reactivo fenil-litio
comoun sólido blanco. La reacción con la mezcla de productos

metilados del scillirósido se llevó a cabo a 0°C, en tetrahidrg
furano anhidro y bajo atmósfera de nitrógeno. Instantáneamente

se observó la aparición de un color oscuro, lo que indicaba que
se había verificado la adición de fenilos al C-24.

La reacción resultó ser muy sensible a trazas de humedady

se requirió un exceso de 30 a SOveces de reactivo organo-litio,

por estar presentes, además, grupos hidroxilos libres.

Cuando se aisló el producto crudo de reacción se comprobó

por espectroscopía IR 1a ausencia de grupos carbonilo en la mg
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lécula, y resultó además, estable freñte a1 analisis por cgl.

La secuencia degradativa descripta se presenta en el Esquí
ma 3.

E1 producto crudo de fenilación se sometió a oxidación con

trióxido de cromo en acido sulfúrico di1u1d027, y se destiló

por arrastre con vapor. El destilado se extrajo con éter y 1a

benzofenona aislada se derivatizó a su oxima. Se purificó por
recristalización de etanol 95 2.
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0 a)CH
k. 2 3

I o /
z’ OCH3

OBa / ICE:

OH

OH

HSCO o

H0 H2 0 o 00113

OH H3CO Ph-LíH0

H 0CH3

C

N'OH 1°) Cr03 / 804112I

2°) ClH.NH2.OH /'0H 0033

Esguema3 : Secuencia degradativa tendiente a aislar el C-24
del scillirósído.
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d) Secuencia degradativa tendiente a aislar la D-glucosa y el
C-24 del scillirósido.

d1) Hidrogenación del scillirósido.

Debido a la imposibilidad de separar a1 scillirósido en

glucosa + aglicona intacta3 se procedió a hidrogenar previa 
mente al bufadienólido. Con la eliminación del doble enlace 4

(5) se facilitó la hidrólisis, lográndose buen rendimiento en

la separación del azúcar y del resto esteroidal, aunque esta

última estructura no correspondió exactamente a la de la hexí

hidroaglicona.

Se probaron distintas técnicas de hidrogenación, que se

resumen en 1a Tabla 1. Todos los métodos de hidrogenación en

sayados condujeron a mezclas de productos. El aspecto general

de una ccd de la mezcla de hidrogenación presentó tres zonas

diferenciadas (A, B, C),.aunque en proporciones variables, se
gún la técnica utilizada.

Ninguna de dichas zonas presentó fluorescencia al ser re

velada con sulfúrico 50 %, lo que indicó ausencia del anillo
bufadienólido.

De las tres zonas observables en ccd se supuso que 1a "B"

correspondía a1 producto deseado: hexahidroscillirósido, por

su Rf de valor similar al del scillirósido en silicagel, sol
vente de desarrollo 3. (Rf A= 0,75-0,8, RfB= 0,45-O,S, Rf C=
0,2). Esta presunción se confirmó, comose detalla más adelan

te, y las mejores condiciones de hidrogenación fueron, enton



ces, las de 1a entrada S, Tabla 1.

Entrada Catalizador Solvente Presión zona predomi

(10 % P/P ) (100 i P/V) nante (ccd )

1 Platino ác. acético 3 atm zona A

2 Platino ác. acético 1 atm zona B

3 Platino dioxano 1 atm. N.R.

4 Platino dioxano-acético 1 atm. zona A

5 Platino meïanol 1 atm zona B

6 Platino metanol 3 atm zona B

7 Paladio/C metanol 1 atm. zona A

Tabla 1: Distintos sistemas de hidrogenación ensayados. El tiempo

en cada caso se llevó hasta desaparición del scillirósi
do de partida.

La imposibilidad de obtener un producto único de reacción se
debió a 1a combinación de las seis transformaciones que pueden g

currirLdurante la hidrogenación:
1) Formación de la lactona totalmente saturada.

2) Formación de los isómeros ZOR, ZOS.

3) Formación de los isómeros S a y 5 B
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4)Apertura reductiva del anillo bufadienólido a hidroxiácido.

5) Hidrogenólisis del grupo acetato alílico.

6) Hidrogenólisis del grupo glucosa alílico.

Una vez elegidas las mejorescondiciones de hidrogenación,
se intentó aislar las fracciones observadas en ccd.

Resultó complicado separar la zona C de la B, debido a la

gran polaridad de ambas, pero se utilizaron para lograrlo co

lumnas de silicagel H, y presión de nitrógeno.

Zona A :

Por presentar Rf mayor debía contener los productos de hi
drogenóliSis del resto glucosa. Su peso representó un S a 10 %

del total de los productos. El espectro de RMN-1Hindicó la de

saparición de dobles enlaces, eliminación de 1a señal del C-1'

(evidencia de la hidrogenólisis de la glucosa), y disminución

en la intensidad de la señal correspondiente al acetato de C-ó.

Zona B :

Se aisló un compuesto homogéneopor ccd, de aspecto vidrio

so, cuyo espectro de RMN-1Hse muestra en 1a Figura 15.

Del espectro se concluyó la ausencia de dobles enlaces, 1a

presencia del hidrógeno anomérico de la glucosa, y la aparición,

disminuida en intensidad, de la señal del acetato de C-6.

Zona C :

Se aisló con gran dificultad un compuesto, homogéneopor

ccd, muypolar, y escasamente soluble en metanol.
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En su espectro de RMN-1Hse observó ausencia de dobles en

laces, presencia del hidrógeno anomérico, y ausencia de los prg
tones metílicos del acetato de C-6.

—':EL I 1 1 I n l I 1-. LJ|_1 xl 1 l 4 - r - > - n Í- - I l l l l L l l I r 7-1 1 l 1 l 1 l I J Ir l l _ -Ñ*‘. 1 I 1 Ñfil I I I.V-U I r 4 I I I I 1 T
lo F»

IN In
II
II
MI

II
II

, . . . H? . 1‘ . ..Ï 1 ! 1 ï. . ï 1 , 9
I I I I I I I Í L1 I I l l vl l TÑI l l Í 1 l

Figura 15: Espectro de RMN-1Kde la zona B de hidrogenación del
scillirósido.

Dada su gran insolubilidad en la mayoría de los solventes

orgánicos, fue imposible metílarlo en cantidad, para luego de

terminar fehacientemente su estructura. Sin embargo, se logró

metilarlo sobre los puntos de siembra en ccd, tanto en la meí

cla original, comoen la siembra del producto aislado como zo
na C. En ambos casos luego del desarrollo del cromatograma, se

observó la desaparición de dicha zona C, y simultánea aparición

de manchas de mayor Rf. Se postuló, entonces, que se trataría
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de un hidroxi-ácido proveniente de la apertura reductiva del a
nillo u-pironaao.

El espectro de masa de la mezcla de hidrogenación (entrada

5, Tabla 1) resultó concordante con las estructuras prOpuestas.

Para el logro de los objetivos buscados en la degradación

del material radiactivo, fue innecesaria la separación de los

productos de hidrogenación. Por lo tanto, se procedió a hidro

lizar 1a mezcla cruda de hidrogenación.

d2) Hidrólisis del scillirósido hidrogenado.

Se probaron distintos métodos de hidrólisis que se presen
tan en la Tabla 2:

Entrada ácido relación normalidad solvente
ác.-solvente final

1 SO4HZ ZN 1 40 0,005 metanol

2 5041-1Z ZN 1 : 80 0,0025 metanol

3 SO4H2 0,2N 1 1 0,1 metanol

4 SO4H2 0,1N 1 1 0,05 metanol-HZO
(1:1)

Tabla 2: Distintas condiciones de hidrólisis ensayadas sobre

scillirósido hidrogenado. Las reacciones se interruE
pieron cuando se observó la desaparición del produc

to de partida.
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En todos los casos ensayados se obtuvieron mezclas de pro

ductos de hidrólisis, pero las condiciones más reproducibles,

que además condujeron a una liberación cuantitativa del azúcar

remanente y a un menor número de productos por análisis en ccd,

resultaron ser las de la entrada 4, Tabla Z.

La hidrólisis total se logró en dicho sistema, con un re 

flujo de tres horas y media.

Luego de la extracción de la mezcla con cloroformo, se aii

ló glucosa de la fase acuosa.

Por acetilación de la mismase obtuvo el derivado cristali
no B-acetil-(2,3,4,óïtetra-0-acetill-glucopiranósido, impuri
ficado en pequeñísima proporción con el isómero a

Al analizar la fase orgánica remanente por ccd, se observa

ron nuevamente tres zonas O, P, y Q, cuyos valores de Rf resul
taron ser: 0,8-0,85; 0,7 y 0,4-0,5 respectivamente.

Sorprendentemente cuando 1a mezcla de hidrólisis se guardó

por un tiempo, un nuevo análisis por ccd reveló ausencia de la

zona Q, en favor de un incremento de las zonas de mayor Rf.

El espectro de RMN-1H de la mezcla de agliconas obtenida,

se muestra en la Figura 16.

En el espectro de la Figura 16 se observa la ausencia total

de las señales del azúcar y del grupo acetato de C-ó, asi como

la aparición de una señal a 6 = 3,64 proveniente de un éster

metilico. La mezcla de agliconas fue acetilada y un espectro
de RMN-1H de la misma se observa en la Figura 17.

Aparecen en el espectro de la Figura 17 la señal a 6 =5,25

correspondiente al H-C-6que se reacetiló, comoen el scillirg

sido original, y un incremento de la señal a 6 = 1,26 que invg
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Figura 16: Espectro RMN-1Bde la mezcla de agliconas del scilliró

sido hídrogenado.
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Figura 17: Espectro RMN-1Bde la mezcla de agliconas acetilada.
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lucra al metilo-19 desplazado por la reaparición del grupo ace

tato de C-ó, orientación 381

El espectro de masa de la mezcla cruda de agliconas, resul

tó de aspecto singularmente simple, permitiendo una asignación

tentativa a los fragmentos principales, que se muestran en la

Figura 18.

Del estudio de los espectros de RMNy de masa pueden asig

narse, entonces, la estructura de hidroxi-ácido a 1a zona Q

del análisis por ccd por la mayorpolaridad de esta fracción,

que perdería una molécula de agua previo a 1a fragmentación pa

ra dar las estructuras XLI y XLII.

A 1a zona P se le atribuyó tentativamente la estructura 33,

66,83 148,21-pentahidroxi-colanato de metilo, que perdería una

molécula de metanol, previamente a su fragmentación, contribu

yendo también a las estructuras XLI y XLII. También se inclui

ría en esta zona el correspondiente producto de hidrogenólisis

del grupo acetato alílico : 35,8e,148,21-tetrahidroxi-colanato
de metilo.

Finalmente, 1a zona O correspondería a 1a estructura XLI.

Esta asignación estructural para los productos de hidróli
sis luego de la reducción catalítíca, ademásde corresponder

por sus polaridades a la separación obtenida en ccd, explica

ría el hecho comentado sobre la desaparición con el tiempo de

la WzonaQ", con el concomitante incremento de las restantes
zonas.

A esta mezcla cruda de agliconas se la hizo reaccionar con

fenil-litio en exceso, en forma análoga a lo indicado en la se
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’—2.“2°——7M/z=371 (25 2) ¿“20.6 M/z=353 (100 2)
v CH3

— cu3

+' 422
o M = M/z= 388 (23 x)

H _’—Zïz°—> M/z= 37o (50 z) ' CH3—-‘,M/z=355 (44 z)

a - HZO

H +.
XLII , M .= 406 M/z= 337 (82 z)

Figura 18: Principales fragmentos en el espectro de masa. de la
mezcla de agliconas del scillirósido hidrogenado. La

estructura XLII proviene de 1a hidrogenólisis del grg
po acetato alílico de C-6, ocurrida durante la hidro

genacióncatalítica.

cuencia degradativa c). Siguió luego 1a oxidación con trióxido

de cromo, aislamiento de 1a benzofen0na de C-24 y derivatización
a su oxima.
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La secuencia degradativa descripta se resume en el Esquema

( crudo )
ococu3 .

OCOCH3

504H2 / MeOH

0/—
O

Glucosa _%' OH

H

H OH

1°) PhLi
.Aczo 1

2°) Oxidaciónpiridina
Derivatización

AcO H
2 N.OH

0 Ac

OAc

AcO
OAc

Esquema4- Secuencia degradatíva tendiente a aislar 1a glucosa

y el C-24.
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e) Secuencia degradativa tendiente a aislar independientemente

los carbonos componentes del grupo acetato de C-ó.

Los métodos descriptos en literatura para aislar el grupo
acetato de C-ó del scillirósido, se basan en hidrólisis alca

linas, que afectan la estructura restante del scillirósid03’16.
Dada la escasa cantidad y la baja actividad específica del

material radiactivo de partida, se pensó en emplear un método

que permitiera aislar al grupo acetato, sin alterar imprevisi
blemente al resto de la molécula. El camino elegido fue la me

tilación con óxido de barbo e ioduro de metilo, descripto en

la secuencia degradativa c). De esta forma se logró aislar co

mo acetato de sodio al grupo buscado, a partir de las aguas ma
dres de metilación.

El acetato de sodio se sometió luego a la degradación de

Schmidt, para determinar la actividad específica de cada carbg
no. Este proceso consistió en hacer reaccionar al acetato de

sodio aislado con azida sódica en medio ácido sulfúrico concen

trado. Al cabo de unos minutos se recogió como carbonato de ba

rio, el dióxido de carbono generado. Una vez completada la

reacción se destiló 1a metilamina remanente, previa basifica 

ción del medio, y se la derivatizó a N-metilbenzamida.

La secuencia descripta se presenta en el Esquema5:



2 CHs-COONa SO4H2 ———————+2 CHS-COOH SO4Na2

2 Na N3 SQ4H2 r———__> 2 NSH SO4Na2

CHS-COOH NSH ——————> CHSNH2 + CO2 + N2

1 1

CHS-NH-CO-CÓH5 C03Ba

Esguema5: Degradación de Schmidt sobre acetato de sodio (aísla
do del C-6 del scíllirósído).
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f) Secuencia degradativa tendiente a aislar los pares de carbo

nos 10 - 13 y 18 - 19.

La oxidación de Kuhn-Roth82aplicada sobre una estructura

esteroidal conduce a la obtención de dos equivalentes de ace

tato de sodio, cuyos metilos provienen de los carbonos 18 y 19,

según la ecuación:

CrO3/'su1fúrico
HOOC-CH

3

La aplicación de esta reacción sobre la estructura intacta
del scillirósido tiene el inconveniente de la presencia de un

grupo acetato ya existente en dicha molécula, y que no podría

distinguirse de los obtenidos por oxidación.

Se pensó entonces en metilar al scillirósido, ya que en

las condiciones descriptas de metilación se elimina a dicho

grupo acetato, sin destruir al resto de la estructura esteroi
dal.

Por lo tanto la aplicación de la oxidación de Kuhn-Roth

sobre el scillirósido metilado condujo, limpiamente, a la ob
tención de los carbonos 10, 13, 183719 .

Una posterior degradación de Schmidt sobre el acetato de

sodio obtenido condujo al aislamiento de los pares de carbonos

10 y 13 como carbonato de bario; y 18 y 19 como N-metilbenzami

da.

La obtención de acetato de sodio y no de sales de ácidos

de mayor número de carbonos, se comprobó por ccd de celulosa,



por comparación con patrones auténticos .

La secuencia degradativa descnuna se presenta en el hsquema 6.

ic

4*-> 2 ong-COONa

N3Na / SO4H2

*

2 CH3-NH—C0C6H5 2 COBBa

Esguna 6:Secuencia de oxidación de Kuhn-Roth y posterior degrada
ción de Schmidt sobre el scillirosido metilado .
PMG= Permetilglucosa .
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Secuencia degradativa tendiente a aislar los carbonos 23 X
Z4 de scillirósido.

Conel objeto de aislar los carbonos 23 y 24 del scillirósi
do se estudió la posibilidad de introducir un doble enlace con

jugado con el carbonilo de C-24, sobre una estructura previamen
te saturada.

Para lograr ese objetivo se postuló el siguiente esquemade
reacciones:

1)

Z)

3)

4 V

lo

Hidrogenación del bufadienólido.

Metilación del producto de hidrogenación.

Tratamiento del producto aislado en 2) con difenildiselenuro

o cloruro de fenilselenio, para la formación del fenilseléni_
do en el carbono a a1 carbonilo del éster de C-2483'84.

Oxidación del fenilselénido con agua oxigenada para lograr

la obtención del doble enlace 22 (23).85'86
22Finalmente el compuesto derivado del A -colanato de meti

27se sometería a ozonólisis , aislándose ácido glicólico pro
veniente de sus carbonos 23 y 24.

Si bien los pasos de reacción (1) y (2) procedieron sin in

convenientes, no se pudo formar el fenilselénido (3).

Este inconveniente obligó a dejar de lado esta secuencia de
gradativa y se debió aplicar entonces 1a ozonólisis directa so
bre el bufadienólido intacto, es decir con tres dobles enlaces

afectables por ozonización.
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h) Secuencia degradativa tendiente a aislar los carbonos 21,223

23 2724 del scillirósido.

El aislamiento de los carbonos 21, 22, 23 y 24 se logró a

través de una ozonólisis reductiva que permitió separar los

carbonos 23 y 24 del scillirósido comoácido glicólico, el que

por tratamiento posterior condujo al aislamiento de cada uno

de sus carbonos. También se lograron captar los carbonos 21 y

22, según la secuencia degradativa que se muestra en el Esquí

ma 7.

*
+ HOCH -Éo H + neo H

2 2 2

*cho
(c-24) (0-23)

0

c02H ’

' 0 Baño3

-*BaCO3 (c-22) (c-21)

ou

Esquema7: Secuencia degradativa tendiente a aislar los carbonos

21, 22, 23 y 24 del scíllirósído (aplicado a scillirg
sido radiactivo). (TAG=Tetraacetilglucosa).
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En literatura figuran reacciones de ozonólisis sobre carde

87 y vegetalessg, pero ennólid0527, bufadienólidos animales

ningún caso los compuestos de partida presentaban doble enlace

4 (S).

En nuestro caso 1a ozonólisis se llevó a cabo sobre el tetra

acetilscillirósido (XL), utilizando cloroformo comosolvente y

pasando la corriente de ozono hasta la desaparición del compueí

to de partida demostrada por análisis en ccd.

La ruptura del ozónido se logró con polvo de cinc y acético

50 %27. De la fase acuosa se separó el ácido fórmíco (C-21) por

arrastre con vapor, y luego fue oxidado y captado comocarbona
to de bario.

Del residuo de 1a destilación por arrastre se extrajo el á

cido glicólico, el cual se sometió a una oxidación posterior con
metaperiodato de sodio, aislándose el C-24 como carbonato de ba

rio y el C-ZS comoderivado cristalino formaldehído-dimedona.
El residuo clorofórmico de la ozonólisis reductiva mostró

en su RMN-13€la desaparición de las señales de los carbonos 4,

5, 20, 21, 22, 23 y 24, lo que evidenció una perfecta eficien 
cia en 1a ozonólisis de los dobles enlaces del tetraacetilsci 

llirósído original.
Se observó simultáneamente la aparición de tres señales

nuevas de grupos carbonilo de cetona o aldehido, aunque de ba

ja intensidad. Se asignó a estas señales una correspondencia

tentativa con los carbonilos resultantes en los carbonos 4, S

y 20 ( 6 = 200, 217 y 208 ppm respectivamente).

La presencia de una agrupación Zl-hidroxi-ZO-ceto en el pro
1ducto residual se determinó por la señal característica en RMN-H



-79

6 = 4,2, que se desplaza a 6 =a 4 Hz) por acetila 
ción a 21-acetoxi-20-ceto derivado.

El H-aldehídioode c-4 se observó en RMN-1P]a 6:9,5
y también en menor proporción, se observó una señal a 6 = 8,1

asignada tentativamente a1 grupo aldehido de la agrupación

21-a1dehido-20-ceto esteroide que podría haberse formado en 1a
reacción.

1

El eSpectro de RMN-H del extracto clorofórmico crudo de g

zonólisis se muestra en la Éígura 19.

1.444 . . . g - l n - u 1 , - - n . - . - n 1 u . u n u . - - -¡

-.:nlul
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Figura 19: Espectro de RMN-IRdel residuo crudo del extracto

clorofórmico de la ozonólisis del tetraacetilsci
llirósído.

Las señales observadas evidenciaban una reducción del ozg
nido, obteniéndose la mezcla de compuestos con funciones 21

aldehido-ZO-ceto y 21-hidroxi-20-ceto, con gran proporción de
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de este último .

Este producto crudo de ozonólisis se trató con ácido orto

periódico en metanol-agua, y se captó el C-ZZ como derivado

cristalino del formaldehído con dimedona. El resto esteroidal

presentó en RMN-1H1a señal del éster metílico en C-ZO, y de

metil acetales de los carbonilos remanentes.

Debido a que en las experiencias con productos radiactivos

las cantidades a degradar eran pequeñas, se realizó este últi

mopaso (captura del C-ZZ) tratando al extracto clorofórmico

de la ozonólisís con agua oxigenada en dioxano, y luego con a

cido ortoperiódico, aislándose así el C-ZZcomocarbonato de

bario (proveniente del 21-a1dehido o el 21-hidroxi indistinta
mente).
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Secuencia degradativa tendiente a aislar el C-24 de proscilla
ridina.

Proscillaridina (II) cuyo espectro de RMN-1Hse muestra en

la Figura 20, fue sometida a reacciones análogas a las descrip
tas para el scillirósido.

Los resultados obtenidos fueron absolutamente similares.

En todos los casos se mantuvo la relación estequiométrica

utilizada para scillirósido, excepto para la reacción con fe

nilüitio, dondese lograron resultados similares utilizando sg
lo un exceso de 30 veces molar del organolitio. Esto se logró,

probablemente, por la ausencia del hidroxilo terciario del C-8

y del hidroxilo secundario de C-6' en la ramnosa con respecto

a 1a glucosa.

¡:4

'vvsvsss

Figura 20: Espectro de RMN-1Bde proscíllaridina
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Secuencia degradativa tendiente a aislar la L-ramnosay el car

bono 24 de proscillaridina.

,a) Hidrogenación de proscillaridina.

¡A1igual que lo encontrado para el caso del scillirósido,

la presencia de un doble enlace en 4 (5) dificultó la hidróli
sis ácida directa sobre proscillaridina para obtener, con buen

rendimiento, el azúcar y 1a aglicona.

Este inconveniente se solucionó por hidrogenación catalíti
ca previa. Las técnicas probadas anteriormente para el scilli
rósido (Tabla 1) se aplicaron sobre proscillaridina, obtenién
dose resultados totalmente coincidentes.

Nuevamente se observaron tres zonas diferenciadas por un

l

Figura 21: Espectro de RMN-1Bde la zona A' de hidrogenación ca

talítica de proscillaridina.
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analisis en ccd (A', B' y C'), y sus estructuras se asignaron

en forma análoga a lo indicado para el caso del scillirósido.

Los procesos que ocurren durante la hidrogenación del sci

llirósido se vuelven a manifestar en este caso, excepto 1a hi

drogenólisis del grupo acetato de C-6, inexistente en la es 
tructura de proscillaridina.

En la Figura 21 se presenta el espectro RMN-1Hde.1a zona

A de hidrogenación, aislada por cromatografía de adsorción en

columna. Se puede observar que la diferencia fundamental con

el espectro de 1a Figura 22 es la presencia en este último de

1a señal del carbono anomérico de la ramnosa (zona B' de hidrg

genación).

¿Llu .n -- _—J
— - I

l I ’_'_l'—‘lfi I ‘1’ L l l 1 1 | l l i l Ïl wrr' ll l I l l H v1 I I "I' "
un ' ' ' 1 ' ' ' ' !
II. :ya’
III n
I.
II
I. I
II

V

Figura 22: Espectro de RMN-1Bde la zona B' de hidrogenación ca

talítíca de proscíllaridina.
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El espectro de masa, que se detalla en 1a Parte Experimental,

resultó no difícil de interpretar, aún tratándose de una mezcla,

y los picos más importantes pudieron asignarse a fragmentos pro

venientes de las estructuras propuestas para los productos forma

dos en la hídrogenación de la proscillaridina. Dichas estructuras

se muestran en 1a Figura 23.

«¡50
m/z= 388 (3,6 Z)-—————————9ndz= 370 (10 Z)

= 373 50 z
PROSCILLARIDINA——> m/z ( )

mlz = S36 (0 Z‘

m/z= 355 (100 Z)

Figura 23: Principales fragmentos identificados en el espectro de
masa de la proscillaridina hidrogenada.

b) Hidrólisis degproscillaridina hidrogenada.

A1 igual que en la experiencia con scillirósido, las mejores

condiciones de hidrólisis resultaron ser las de la entrada 4, Ta
bla 2.
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1H de laEn este caso también se observó en el espectro RMN

mezcla de agliconas la presencia del éter metílico en C-24, co

mo un singulete a 6 = 3,64.

En el espectro de masa resultó el pico base de m/e = 390,

correspondiente a la estructura de hexahidroproscilliradin A.

Secuencia degradativa tendiente a aislar los carbonos 10, 13L

18 y 19 de la proscillaridina.

Se realizó la oxidación de Kuhn-Rothsobre la proscillaridi
na.

Se aisló acetato de sodio proveniente de los metilos 18 y

19 del esteroide y los correspondientes carbonos cuaternarios u
nidos a ellos, quizás también aportara acetato de sodio la oxi

dación de los carbonos 5‘ y 6' (de la ramnosa).

El acetato de sodio aislado se sometió posteriormente a una

degradación de Schmidt, tal comose relató para el scillirósido.

Secuencia degradativa tendiente a aislar los carbonos 21, ZZ, 23

y 24 de proscillaridina.

La ozonólisis de proscillaridina triacetilada (XLIII) se e
fectuó en formasimilar a la realizada sobre tetraacetilscilli

rósido (XL), pero utilizando mayores cantidades de muestra.

Luego de 1a reducción del ozónido con Zn/AcOHse obtuvieron

dos fracciones:

a) Fracción acuosa.

b) Fracción clorofórmica.
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Tal comose describió para scillirósido de la fracción acug
sa se obtuvieron ácido fórmico (proveniente del C-21, captado

comocarbonato de bario), y ácido glícólico. Este último se uti
lizó en parte para obtener el derivado cristalino glicolato de

p-bromofenacilo y también para aislar los carbonos 23 y 24 de la

proscillaridina por oxidación con metaperiodato de sodio.

Un espectro de RMN-1Hde la fracción clorofórmico cruda mos

tró desaparición de señales de H-vinílicos y aparición de nuevas

señales a 6 = 9,6 y 6 = 8,15 asignadas tentativamente a los hi

drógenos de los aldehidos de C-4 y C-21 respectivamente.

La señal del grupo 21-hidroxi esperada a 6 =4,2 fue de me

nor intensidad que la obtenida para scillirósido. Posiblemente

debido a que la reducción con Zn/ACOHno es tan efectiva cuando

se trabaja con cantidades superiores a los 200 mg. Este hecho se

vio confirmado por los datos de RMN-13€,que presentó, además de

la desaparición de las señales de los carbonos 20, 21, 22, 23,

24, 4 y 5, la apariciónnde cinco señales nuevas de grupos carbo
nilo.

Las señales a 6 =200 y 217 ppm son comunes a las observadas

en el RMN-13€del extracto clorofórmico de ozonólisis del tetra

acetilscillirósido y, por lo tanto, se asignaron tentativamente

a los C-4 y C-S respectivamente. Las señales a 6 = 213 y 6 =219

pertenecerían a los carbonos del grupo 21-aldehido-20-ceto y la

señal a 6 = 209 correspondería a1 carbonilo del grupo 21-hidroxi
20-ceto.

Esta fracción clorofórmica b), que contenía la mezcla 21 

hidroxi-ZO-ceto y 21-aldehido-20-ceto derivados, se trató en for
maanáloga a lo indicado para el tetraacetilscillirósido (oxida
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ción con ácido ortoperiódico). Por pasaje de nitrógeno a través
de la solución se arrastró formaldehído (C-ZZdel bufadienólido

original), proveniente de 1a agrupación 21-hidroxi-20-ceto, y

se captó comoderivado cristalino dimedona-formaldehido.

Sobre la solución remanente, conteniendo el ácido fórmico

proveniente de la oxidación con ácido ortoperiódico, de la agrg

pación 21-a1dehido-20-ceto, se agregó agua oxigenada de 150 vo

lúmenes, y se recogió, comocarbonato de bario, el dióxido de
carbono resultante.



CAPITULO III

PRESENTACION X DISCUSION

E LOS

RESULTADOS
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Inoculación de trazadores.

a) Incorporaciones absolutas obtenidas.

El primer paso en el intento de dilucidar el origen biosin

tético de los carbonos 22, 23 y 24 del anillo a-pirona en bufa

dienólidos vegetales consistió en la inoculación de probables

precursores marcados con 14€, y el posterior aislamiento y medi
ción de la radiactividad del scillirósido obtenido.

Los datos correspondientes se presentan en la Tabla 3.

Las incorporaciones absolutas de precursores radiactivos en

vegetales, suelen ser pequeñas (menores que un 5%).

Este problema se ve agravado al utilizar ciertos metabolitos

primarios, fundamentalmente debido a:

1) La dilución que sufren algunos trazadores con el contenido en

dógeno del mismo metabolito no marcado, presente en el organismo

vegetal intacto. Tal es el caso del acetato, piruvato y succina
to.

Z) La gran reactividad, desde el punto de vista biológico, del

trazador inoculado, que implica una rápida metabolización del

mismo. Este es el caso del oxalacetato89 cuya concentración no

supera las 20 a 40 moléculas por mitocondriago.

3) Por tratarse de metabolitos primarios todos ellos son comu

nes a numerosos caminos metabólicos, e, incluso pueden inter 

convertirse a través de procesos cíclicos.

Sin embargo, si durante la inoculación del trazador, el prg

ceso de biosíntesis de bufadienólidos fuera muchomás rápido
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que el proceso de degradación del metabolito inoculado, se sub

sanarían algunos de los inconvenientes mencionados.

Sabiendo por literatura que el contenido máximode scilliró
sido se observa en los bulbos de SciZZa inmediatamente antes

del florecimientos, y se consume durante el mismo, se procedió

a inocular los trazadores en distintas épocas del año y sobre e

jemplares florecidos, Yno. Esto nos permitió, comose verá más

adelante, hacer un estudio comparativo sobre 1a efectividad de

las distintas inoculaciones realizadas y, sobre las distintas
vías de utilización recorridas por el trazador.

Por los valores de incorporación absoluta obtenidos quedó

establecida 1a imposibilidad de trabajar con precursores enri
13

quecidos en el isótopo estable C (aún con 90%de enriquecimien

to), ya que para observar incremento de alguna señal en el es

pectro de RMN-13€,se requiere una incorporación suficiente cg

mopara producir 0,5-1% del contenido del producto final endó

geno con igual enriquecimiento que el trazador.

Este hecho implicó 1a necesidad de trabajar únicamente, u

tilizando los resultados logrados con trazadores radiactivos.
Si bien en algunas experiencias (entradas 8 y 9 de la Tabla

3) se lograron buenas incorporaciones relativas del oxalacetato

respecto del piruvato (entrada 3) y succinato (entrada 4), no

se pudo afirmar, con estos datos que aquél fuera el precursor

directamente responsable de la formación del anillo bufadieng

lido. Para llegar a esta confirmación fue necesaria una degra
dación de la estructura carbonada y un análisis de las incor

poraciones de radiactividad distribuidas en dicha estructura.

El destino de 1a radiactividad que recorrió caminos distin



Precursor Inoculado

Canti

dad(mg)

.INocuLAcIO,N

Kct.Esp.

dpm/mmol

Act.Tot.

dpm

MI

TI

scILLIRosIDoobtenido Cant.

mg.

dpm/mmol

Act.Esp.

Act.Tot.

dpm

Inc.Absol

1

Acetato-1-14C Acetato-1-14 Piruvato-1-1 Succina

14

to-1,4-C

2

Oxalaceta

14

to-4-C
Oxalaceta

14

t0'1'2'

C 4C

2,11,3 1,4 8,3 1,01
682,0

131 141
63,23,6

X X X X X X

1011

3,3x109 1,7x103

A

Agos Mayo Set May Abr Dic

21 18

80 3.1 27
715

1,02x10 1 1 4,7x104

7

,sx106

2,03x 1,3x 9,88x

,4x103,0x

5,5x1,3x.

106 104

0,0012 0,00045 0,0004 0,00035 0,0033 0,021 0,032

Tabla3:

podeinoculación(endias);Inc.Abs.-SedefinecomoE-entrada;

MI-métododeinoculación,A:

enausencia

dehojas,

-90

enpresenciadehojas¡TI-Tiem

laactividadtotalpresenceenelscillirósi

doaisladodivididoporlaactividadtotalinoculadaenelbulbo.
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tos a1 de la biosíntesis de bufadienólidos se analizó para el

caso de incorporación de oxalacetato-1,2-14C2 (entrada 9, Ta
bla 3) y se resume en la Figura 24.

Se observó que el 90,6% de la radiactividad se perdió,

probablemente, como dióxido de carbono ya que no se la locali

zó ni en el extracto metanólico, ni en el residuo sólido de e;
tracción. Este hecho estaría de acuerdo con un rápido catabo 

lismo del trazador inoculado, e implicó 1a posibilidad cierta

de que dicho precursor hubiera marcado subestructuras de dis 

tinto origen biosintético dentro de la molécula de scillirósi
do.

Sin embargo, si el compartimiento biológico en el cual se

metaboliza el oxalacetato estuviera próximo a aquél en el cual

se formael anillo a-pirona del scillirósido y, por lo tanto,

no se requiriera mayor transporte del metabolito inoculado,

existiría una buena probabilidad de encontrar una incorporación
de 1a unidad de oxalacetato comotal. Esto se confirmaría con

valores de incorporación específica similar para los carbonos

23 y 24 del anillo bufadienólido, como se mostró en 1a Figura
10.
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oxalacetato inoculado:

1,72 x 108 dpm totales

Extracto metanólico Residuo sólido

4 x 106 dpm totales=2,4% 12 x 106 dpm totales=7%

Exto. CISCH: BuOH tho. CISQE_ Exto. acuoso

0,54 x 1o6 dpm=13 % 1,9 x 1o6 dpm=47,5% 4,5 x 1o6 dpm=37,5%

l
Scillirósido Acetato de B-Sitosterol

5,5 x 104 dpm=0,032% 4,56 x 1o3 dpm=0,24 z

(4,07 x 1o4 dpm/mmol) (1,26 x 1o4 dpm/mmol)

Figura 24: Destinos sufridos por la radioactividad inoculada en el
caso de la entrada 9, Tabla 3.
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b) Incorporaciones relativas obtenidas en subestructuras del
scillirósido.

Conel objeto de aislar el carbon0124 del scillirósido se

efectuó la secuencia degradativa que se describió en el Esque
ma 3.

Los resultados de esta degradación aplicada a1 scillirósido

radiactivo proveniente de la inoculación de un bulbo con oxala

cetato-1,Z-14C2 (Tabla 3, entrada 9), se presenta en la Tabla Á.

Scillirósido Scillirósido metilado Carbono24

4
4,07 x 104 dpm/mmol 3,09 x 104 dpm/mmol 0,15 x 10 dpm/mmol

1oo g 76 2, 3,7 96

Tabla 4: Actividades específicas obtenidas tras la aplicación de

la secuencia degradativa correspondiente al Esquema3

De estos resultados puede concluirse que:

1) La incorporación de radiactividad en el carbono 24 fue baja.

2) Un 24 %de 1a radiactividad se perdió durante el proceso de
metilación.

Comose ha descripto anteriormente, durante la metilación

del scillirósido con OBa/ ICH3se produce la hidrólisis del
grupo acetato alílico, ubicado en posición 6 3, y, por lo tan



-94

to, debería ser este grupo el responsable de 1a pérdida de ra
diactividad en el scillirósido metilado aislado.

Esto implicaría una actividad específica de 0,94 x 104

dpm/mmolpara el acetato de carbono 6. (

Unamarcación de esta magnitud sugirió la posibilidad de

que la glucosa unida a la genina debería estar también marcada,

requiriéndose entonces, un esquema de degradación que permitig

ra aislar y medir la radiactiVidad presente en el monosacárido.

Comoya se sabía por los datos encontrados en literatura,

la hidrólisis directa de estos glicósidos cardiotónicos es di
ficultosa y no cuantitativa (debido a la presencia del doble

enlace 4(5)3. Por lo tanto, comopaso previo a la hidrólisis

se llevó a cabo una hidrogenación. Una vez reducido el doble

enlace 4(5) el scillirósido resultó ser perfectamente hidroli
zable.

Para completar 1a degradación se repitió el aislamiento

del carbono 24 como oxima de benzofenona, esta vez, por acción

del fenil-litio sobre la aglicona.
La secuencia de reacciones se mostró en el Esquema 4 (pág.71)

Los resultados obtenidos a través de este esquema degradati

vo, aplicado sobre scillirósido radiactivo obtenido por inocu 
lación de oxalacetato-1,Z-14 C2 (Tabla 3, entrada 9), se presen 
tan en la Tabla 5.

De los resultados mencionados en la Tabla S se deduce que,

en esta oportunidad, durante 1a hidrogenación catalItica se prg
dujo 1a hidrogenólisis de la glucosa (que está en posición alí

lica) en un 15 %. Esto se confirmó ya que luego de la hidróli 

sis ácida y de la acetilacíón se recuperó el 85 %de la glucosa
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inicial.

Scillirósido scillirósido aglicona glucosa C-24
hidrogenado peracetilada

4,07 x 1o4 3,13 x 104 2,66 x 1o4 0,45 x 104 0,15 x 1o4

dpm/mmol dpm/mmol dpm/mmol dpm/mmol dpm/mmol

100 % 76,9 % 65,4 % 11,1 z 3,7 %

Tabla 5: Actividades específicas obtenidas tras la aplicación de

la secuencia degradativa correspondiente al Esquema 4.

Tal comose había supuesto, la glucosa unida a 1a genina

presentó incorporación de radiactividad. Aunqueel metabolismo

de hidratos de carbono es uno de los más activos en plantas, re

sultando muy grande la dilución con glucosa endógena que debió

sufrir la glucosa radiactiva hasta llegar al scillirósido, su
valor de incorporación de 11,1 %indica la existencia de un ca

mino directo para la transformación de oxalacetato en azúcares.

Dicho camino, muy activo en citoplasma y glioxisomas de plan 

tasgg"95 es el que se ilustra en la Figura 25.

3 dpm/mmol)El 15 %de hidrogenólísis de glucosa (4,5 x 10

mencionado, es responsable de una pérdida del orden del 1,7 %

en 1a actividad total del scíllirósido hidrogenado. El resto de

1a pérdida (21,4 %) se debió, entonces, a la hidrogenólísis del
4

grupo acetato alílico de C-6. (0,94 x 10 dpm/mmolaproximada

mente).
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Figura 25: Transformación de oxalacetato en glucosa en vegetales.

Se produjo, por lo tanto, 1a hídrogenólisis parcial del

grupo acetato de C-6 en un valor aproximado al 90 %,

Si consideramos que, como máximo, cuatro de los seis carbg

nos de la glucosa resultaron marcados, presentarían una activi
dad específica de 0,7x 1o4 dpm/mmolde carbono radiactivo a 

proximadamente, magnitud que resulta comparable con 1a del da

to del acetato de C-6 (0,94 x 1o4 dpm/mmol).

Estos hechos confirman los problemas planteados como 2) y

3) en la página 88

Haciendo un balance del porcentaje de radiactividad remanen
te en la estructura'del scillírósido analizado, y el númerode
carbonos aún no medidos, surge un valor del 2,7 %de radiacti

vidad, en promedio, para cada uno de estos átomos.

Esta cifra es del orden de la encontrada para el carbono 24

(3,7 %) indicado en la Tabla 4 (pág.93 ). En principio estos da

tos podrían conducir a suponer una distribución aleatoria de la

marca hecho que luego fue descartado por degradaciones indivi —

duales de los carbonos que formaban el anillo.

Esta posibilidad de marcación aleatoria y homogénea,hubie
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ra resultado de una degradación del precursor inoculado, pre 

via a su incorporación comotal al esteroide 5 6 y una reconver

sión de la marca en distintas biomoléculas trazadoras.

Este fenómenopodria haber ocurrido a través de los siguien

tes pasos:

1)

2)

3)

a)

b)

Decarboxilación del oxalacetato-1,2-14
1

C2, en citoplasma,

402 (vía malat091,
93-95

con formación de piruvato-1,2— o e5p0n_

táneamentegz), o su fosfoenol éster (vía oxalacetato
decarboxilasa).

4C2 pudo penetrar al medio mitocondrial y

14C2 93'95, o degradarse a

El piruvato-1,2-1

regenerar a1 oxalacetato-1,2
14Acetil-Co-A-l- C mitocondrial.

Los metabolitos mencionados en 2), activan el Cic10 de Krebs

(mitocondrial) con el siguiente resultado:

pierde el 50 % de su marcación du 

rante la primera vuelta del Ciclogó, 14
El oxalacetato-1,2-14C2

en forma de CO el2!

que puede reconvertirse en nuevas moléculas.

El resto de 1a marcación tiende a homogeneizarse, de tal

forma que, luego de la segunda vuelta del Ciclo se logra re

generar un oxalacetato con el 12,5 %de la marca original
en cada uno de sus carbonos.

14El acetato-1- C rinde luego de 1a primera vuelta del Ciclo

oxalacetato-1,4-14Cz, y durante la segunda vuelta se pierde
el 50 % de ésta marcación.

Un resultado claramente indicativo para la confirmación acer

ca de 1a importancia de los procesos relatados y su intervención
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en 1a biosíntesis del scillírósido, sería el hallazgo de una

marcación homogéneamentedistribuida en el grupo acetato del

carbono 6. Esta subestructura pudo haberse formado a partir de

citrato homogéneamentemarcado, el que, transportado a cito 

plasma, resultara allí degradadopor la enzima citratoliasa97

y, utilizado luego en la biosIntesis.
Se llevó a cabo, entonces, una reacción de Schmidt sobre

el acetato del C-6, aislado de las aguas madres de metilación.

La secuencia de reacciones corresponde a 1a presentada en

el Esquema 5. (pág. 73).

La degradación se realizó con el acetato aislado del sci

llirósido radiactivo de 1a entrada 9 de 1a Tabla-3 y los resul

tados se presentan en 1a Tabla 6.

Scillirósido Scillirósido Acetato de C03Ba N-metil
metilado b .ddesacetilado C-6 enzaml a

4,07 x 1o4 3,03 x 104 9,5 x 1o3 7,9 x 103 1,5 x 1o3

dpm/mmol dpm/mol dpm/mmol dpm/mmol dpm/mmol

100% 75,7% 23,3% 19,4% 3,3%

Tabla 6: Actividades específicas encontradas en la secuencia de

gradativa correspondiente a1 Esquema5.

Los datos obtenidos por esta secuencia degradativa indicaron,

claramente, que existe una marcación muchomás importante en el
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carbono 1 del grupo acetilo, que en el carbono 2 del mismo.

De esta observación surgió 1a evidencia de que el oxalace

tato-1,2-14C2 inoculado, que resultó transformado en acetato,
previo a su incorporación, no presentó su marcación distribui

da en forma homogénea, sino, preferentemente localizada en el
carboxilo;

Conesta evidencia se descartó la intervención del Ciclo

de Krebs, mitocondrial, en el proceso biosintético objeto de

nuestro estudio. Es decir, 1a incorporación del oxalacetato en

derivados esteroidales es un proceso localizado globalmente en

el citoplasma celular.
El camino por el cual el oxalacetato del medio celular so

luble puede ser convertido en Acetil-S-CoA ha sido estudiado

98-99, 100-101, Clostrí_en animales y bacterias (hígado E. Coli

dia102, etc.). En todos los casos las enzimas involucradas en

dicha transformación (cetoácidos-deshidrogenasas) se hallan li

gadas89 a las enzimas citoplasmáticas sintetasas de ácidos gra
sos, formando un complejo enzimático de alto Peso Molecular.

En base a estos antecedentes puede postularse un fenómeno

similar de compartimentalización entre el proceso degradativo

que transforma oxalacetato en Acetil-S-Co-A y el proceso bio
sintético de Acetil-S-Co-A a esteroides.

Un hecho llamativo que surge del análisis de 1a Tabla 6 es

el valor alcanzado por la incorporación de radiactividad en el

grupo acetato del carbono 6 del scillirósido.

El 23 %de incorporación en dicho acetato indica que el a

cetato-1-14C (formado por acción de las deshidrogenasas a par

tir de oxalacetato-1,2-14CZ inoculado) tuvo una gran probabili
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dad de incorporarse a la estructura del scillirósido en forma

ción, antes de diluírse en citoplasma. Esta seria, entonces, E
na evidencia más de 1a proximidad entre las deshidrogenasas y
las enzimas que biosintetizan éstos esteroides.

Además, el hecho de haberse encontrado scillirubrósido24

en bulbos de SciZZa, de esqueleto carbonado similar a1 del sci

llirósido, pero carente del grupo acetato de 0-6, implicaría

que la acetilación alílica sería uno de 105 últimos pasos bio
sintéticos en la formacióndel scillirósido.

Puede postularse, entonces, que la inclusión de este aceta
to-1-14C podría detectarse tanto en la estructura esteroidea

comoen el grupo acetato alílico, dependiendo del proceso bio
sintético prevalecíente en el momentode 1a inoculación,

Para generalizar este aspecto de 1a biosintesis se estudia
ron las incorporaciones logradas para e1 grupo acetato alilico,

en experiencias de inoculación de oxalacetato-1,2-14C2 realiza
das fuera del período óptimo de biosintesis de bufadienólidos,

Los datos encontrados se presentan en 1a Tabla 7.

Los resultados obtenidos confirmaron efectivamente 10 post!
lado, según se desprende del siguiente análisis.

1) Tabla 7, entrada 1:

El scillirósido degradado habia sido aislado de un ejemplar

de SciZZa que, sin haber f10reCíd0 en su período anterior de 1a

tencia, fue inoculado en Setiembre. Esto implicó que el esquele

to carbonado del scillirósido ya había sido biosintetizado, só 
lo restando la incorporación de la mayor parte dei grupo aceta —
to alílico de C-6.



lograr mejor operabilídad.
Datos post-diluci' on con SCllli r531 do no marcado para

po acetato del C-6 del SCI'llir651
Datos obtenidos por degradación de Schmidt sobre el gru

do.
Tabla 7

En tra da

Precursor

scillirósidoscillirósido

acetato

metilado

desacetilado

3BaN-metil

benzamida

Oxalacetato

(Tabla3, entrada7)

Activ.o específ.4,6x104 dpm/mmol

4

2,8x1o34,42x10

4,4x10

40,17x1o3

%de
incorp.100 específ.

Oxalacetato

(Tabla3, entrada8)

Activ.a específ.3,1x105 dpm/mmol

5

2,91x109,3x1o3

8,9x10

33
0,27x10

%de

incorp.100 específ.

943

Acetato

1_14

C

(Tabla3, entrada1)

Activ.o específ.2,4x106 dpm/mmol

64

2,3x104,4Sx10

4,4x10

41,65x1o3

3de
incorp.100 específ.

96,4

-1o1—
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2) Tabla 7, entrada 2:

El scillirósido degradado en este caso, habia sido aislado

de un ejemplar que, habiendo florecido luego de su período an

terior de latencia, fue inoculado en Abril. Es decir, durante

los primeros estadios de la biosíntesis de bufadienólidos (for
mación del esqueleto esteroidal). Resultó, entonces, un peque

ño porcentaje de marcación localizado en el grupo acetato de
C-ó.

3) Tabla 7, entrada 3:

La concordancia de los datos obtenidos en esta experiencia

(en la que se había inoculado acetato-1-14C) con respecto a 1a

anterior, indicó claramente que, cuando el proceso de biosIntg
sis de bufadienólidos es muchomás lento que el pasaje de oxale

acetato a acetato en citoplasma, este último metabolito se di

luye antes de su incorporación, resultando modelos de distribu
ción de marca totalmente similares.

Adicionalmente, resultó interesante comprobarsi en el res

to del esteroide se habia logrado, tambien, una marcación a tra
vés del metabolito acetato-1-14C proveniente de 1a degradación

del oxalacetato-1,2-14 C2.

Para ello se pensó en una degradación tendiente a aislar

los carbonos de metilos angulares y sus carbonos cuaternarios

adyacentes.

Se aplicó al scillirósido radiactivo correspondiente a 1a
entrada 9 de la Tabla 3, la degradación de Kuhn-Roth (previa

metilación para eliminar el acetato alílico). Posteriormente
se aplicó la degradación de Schmidt sobre los acetatos obteni
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dos en el primer paso de oxidación. Los resultados se muestran
en la Tabla 8.

La secuencia de reacciones se muestra en el Esquema 6 (pág.

75).
Comose sabe, 1a biosíntesis del colesterol a partir de a

14Cmuestra la distribución de marca que incetato de sodio-1

dica la Figura 7 (pág. 27). Por lo tanto, sólo el carbono 10,

de los aislados según la degradación del Esquema6, deberia pre

sentar radiactividad apreciable. El resto de los carbonos aísla
14dos 13 ,18 y.19provienen del metilo del acetato-1- C.

Scillirósido Scillirósido Acetato C03Ba N-metilmetilado aislado benzamida
desacetilado para (C-10 y C-13) [C-18 y C-19)

Kuhn-Roth

4,07 x 104 3,08 x 104 2,8 x 103 2,4 x 103 0,38 x 103

dpm/mmol dpm/mmol dpm/mmol dpm/mmol

100% 75,78 6,9% 5,98 0,98

Tabla 8: Actividades específicas encontradas en la secuencia de —

gradativa correspondiente a1 Esquema6.

Del dato obtenido para 1a N-metilbenzamida, se dedujo que el

porcentaje de incorporación específica en los carbonos 18 y 19 es

el orden del 0,45 %. Por lo tanto, corresponde un valor de 4,45%

para la incorporación en el carbono 10 y 0,45 %para C-13 del sci
llírósido.
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Con estos valores se confirmó una distribución de marca or

denadaen la estructura esteroidal del scillirósido, y a través
de una estructura radiactiva repetitiva, correspondiente a ace

14ctato-1

Si consideramos que la unidad de acetato se incorpora 10 ve

ces en la estructura esteroidal hasta el 0-20, surge el siguien
te balance:

% de incorporación en glucosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 11,1

% de incorporación en acetato de C-6 . . . . . . . . . . . . . . . . .. 23,2

%de incorporación en 10 unidades de acetato-1-14C.... 59,0

%de incorporación en 1 unidad de metilo para el

carbono 21 (valor calculado) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0,45

93,75

Es decir, que resta sólo el 6,4 %, aproximadamente, de la

marcación original para distribuir entre los carbonos 22, 23 y
24 del scillirósido.

Teniendo en cuenta el valor de 3,7 %de incorporación obte

nido para el C-24 (Tabla 4), caben dos posibilidades:

a) Una distribución al azar de 1a marcación en los carbonos 22

y 23.

b) Una distribución con marcación semejante para los carbonos 23

y 24, y mucho más baja para el C-22.

Se descartó una distribución de marca comoproveniente de la

cadena lateral intacta del colesterol, ya que, por incorporación
14€ debería encontrarse unade 1a unidad repetitiva de acetato-1

incorporación aproximadamente 5 veces mayor (según los datos an

teriores obtenidos) para el C-23 que para el C-24 y este valor
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excedería muchodel valor de incorporación posible.

Resultó entonces imprescindible la degradación del anillo

a-pirona, y 1a consiguiente medición de radiactividad incor

porada a sus carbonos.

Para ese propósito se realizó una ozonólisis reductiva del

tetraacetilscillirósido (proveniente del scillirósido de Tabla
3, entrada 9), y posteriormente, una ruptura con metaperiodato

de sodio sobre el ácido glicólico obtenido.

La secuencia de reacciones aplicadas se presenta en el Es

quema 7 (pág. 77).

Los datos obtenidos en la degradación se presentan en la
Tabla 9.

Scillirósido scillirósido C03Ba CO3Ba C-23
tetraacetilado (C-21) (C-24) CHZO-Dimedona

4,07 x 1o4 4,02 x 1o4 0,92 x 1o2 1,6 x 1o3 1,7 x 1o3

dpm/mmol dpm/mmol dpm/mmol dpm/mmol 'dpm/mmol

100% 93,8% 0,23% 3,9% 4,1%

Tabla 9: Incorporaciones especificas obtenidas al aplicar la se

cuencia degradativa del Esquema 7.

Del análisis de los resultados surge, evidentemente, una in

corporación similar en valor para los carbonos 23 y 24 del ani 
llo bufadienólido.
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Este hecho responde inequivocamente a la entrada de un grg

po oxalacetato-1,2.14 C2 intacto, según lo propuesto en la Figu
ra 10 (pág.37)

Según esta conclusión, la unidad X que se adiciona al este

roide de tipo 20-ceto pregnano es el oxalacetato, estructura

de 4 carbonos que aporta (luego de la descarboxilación de su

C-4), la unidad de tres átomos de carbono necesaria para la
formación del anillo bufadienólido.

A1 llegar a este punto resultó interesante comparar el pa

trón de incorporación logrado en el scillirósido radiactivo ob

tenido por inoculación de oxalacetato-1,2- 14C2con aquellos
scillirósidos obtenidos por inoculación con otros trazadores.

Se aplicaron las secuencias degradativas presentadas en

los Esquemas3 a 7, sobre scillirósido aislado luego de inocu
lar bulbos con:

a) acetato-1-14C (Tabla 3, entrada 1).

b) succinato-1,4-14C2 (Tabla 3, entrada 4).

Los resultados obtenidos se muestran en 1a Tabla 10.

Del análisis de dichos datos se observó que, para el caso

a), el patrón de marcación obtenido en el esqueleto esteroidal,

fue totalmente similar al que se encontró para el caso de ino

culación con oxalacetato-1,2-14CZ, ya descripto.
La distribución de marca en los carbonos del anillo bufadie

nólido, para el caso a), corroboró que hubo ruptura de 1a cade

na lateral del colesterol a la altura del C-ZO,ya que, en caso

contrario, el carbono 23 debería ser el más marcado del anillo.

Más aún, dado que la unidad X que se incorpora a 1a pregnenolo
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na es el oxalacetato, la forma más eficiente de llegar a dicho

14€ es, en la planta, a travésmetabolito a partir de acetato-1

del Ciclo de Krebs. De esta forma, en 1a primera vuelta del Ci

clo se regenera un oxalacetato-1¡4-14C2, que de incorporarse al
esteroide produciría una marcación mayor en el C-24, comoefec
tivamente se verificó.

Si se analiza, en cambio, el destino sufrido por la marca 

ción para el caso de la inoculación con succinato-1,4-14 C2 se

observa una muybaja incorporación, aún siendo este metabolito
absolutamente convertible en oxalacetato en el medio celular.

14
El hecho es que el succinato-1,4- C2 se transforma por di

versas vías biológicas en oxalacetato-1,4-14C2. El carbono 4 de

éste se pierde inmediatamente como 14C02. El carbono 1, también

se pierde rápidamente como 14CO2(Primera vuelta de Krebs o pro
cesos como el de la Figura 25).

Se puede suponer, entonces, que la incorporación lograda

por inoculación de succinato-1,4-14C2 aunque 100 veces menor
que para el caso de acetato u oxalacetato, se debió, en su ma

yor parte, a 1a reconversión del 14C02 producido en nuevas mo
léculas orgánicas.

Este proceso daría origen a una incorporación en forma no

ordenada, a1 azar.

Además, como el principal método de fijación de CO2en
plantas verdes y bacterias fotosíntéticas es el Ciclo de Calvin,

es lógico esperar una importante marcación en el azúcar, como
efectivamente se obtuvo.
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Estructuras y subestruc- P r e c u r s o r e s

turas eStUdladas Acetato 1-14C Succinato 1,4-14C
(Tabla 3, ent.1) (Tabla 3, ent. 4)

dpm/mmol .ABR. dpm/mmol AER.
Scillirósido obtenido 7 4

1,02 x 10 6,13 x 10

Scillirósido diluido 2,08 x 106 100 2,82 x 104 100

Aglicona 1,25 x 106 60 1,18 x 104 41,7

Glucosa peracetilada 7,9 x 10S 37,9 1,4 x 104 50

Scillirósido metilado o 6 4
desacetilado 2,3 .x 10 96,4 2,8 x 10 98,5

o

C03Ba 4,4 x 10Z 1,7 8,07 x 10Z 2,9Acetato
de N-metil ° 3 3

carbono 6 benzamida 1,65 x 10 0,07 1,03 x 10 3,6

C03Ba (Carbonos 10 y 13) 1,18 x 105 5,7 0,79 x 103 2,8
N-metil
benzamidaccarbonï3)18 Y 8 x 103 0,39 2,4 x 103 3,6

Tetraacetilscillirósido 2,08 x 106 100 2,7 x 104 96,5

C03Ba (Carbono 21) 2,2 x 103 0,13 8,7 x 102 3,2

CO3Ba (Carbono 24) 5,4 x104 2,6' 5,9 x 102 2,1

C03Ba (Carbono 22) 2,1 x 103 0,1 8,0 x 102 3

CHZ-Dimedona (Carbono 23) 1,5 x 104 0,72 4,4 x 102 1,6

Tabla 10: Incorporaciones localizadas en distintos Carbonos de la
estructura del scillirósido obtenido por inoculación con
distintos precursores. °correspondea scillirósido di
luido a 2,4 x 106 dpm/mmol. AER: actividad específica

relativa.
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Generalidades.

Los puntos de fusión han sido determinados con un aparato

Fisher-Johnes y no han sido corregidos.

Los espectros de absorción en el infrarrojo (I.R.) se rea
lizaron en dispersión en Nujol con un espectrofotómetro Perkin

Elmer, modelo 421, o con un espectrofotómetro Perkin-Elmer mo

delo 137, Infracord.

Los espectros de resonancia magnética protonica (RMN-1H)

se efectuaron a 60MHzcon un espectrofotómetro Varian-A-óo, o

a 100MHzcon un espectrofotómetro Varian X-L-100-1S. El solven
te utilizado fue cloroformo con S %de metanol deuterados sal

vo que se indique otro. Los espectros de resonancia magnética

de 13o (RMN-13C) se realizaron a 25.2MHzcon el aparato antes

indicado, trabajando con transformada de Fourier con una com —

putadora 620/L-100 y una unidad de discos magnéticos Sykes

7000. Se utilizó cloroformo deuterado con S %de metanol deutg

rado como solvente, excepto en los casos en que se indique lo
contrario. En todas las determinaciones se utilizó tetrametil

silano (TMS)como señal de referencia interna. Los desplaza 

mientos químicos se expresan en 6 (ppm) y las constantes de a

coplamiento (J) en Hertz (Hz); las señales se indican en cada

caso comos (singulete), d (doblete), dd (doble doblete) , t

(triplete), c (cuarteto), m (multiplete), ba (banda ancha), sa
(singulete ancho).

Los espectros de masa (EM) se realizaron a 70 eV en un es

pectrómetro de masa Varian-Mat CH-7 A, comandado por una compu

tadora Varian-Mat Data System 166 con unidades de salida TRC



-110—

Tektronix 4010 e impresora Tektronix 4631, o en un espectróme

tro Hewlett-Packard 5995 comandado por una computadora Hewlett

Packard 9825; en todos los casos se introdujeron las muestras
directamente a la fuente de iones.

Las mediciones de radiactividad se realizaron en un espec

trómetro de centelleo líquido Packard Tri-Carb 3003, o en un

Tracor Analytic Marck III. Las muestras se disolvieron en una

mezcla de 1 ml de agua y 14 ml de solución centelleadora de

dioxano que contenía naftaleno (50 g), 2,5-difeniloxasol (3,5

g) y 1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil)-benceno por cada 500
ml.

Las muestras de carbonato de bario radiactivas se suspen
dieron en idéntica solución, se las sometió a 15 minutos de

ultrasonido y se agregaron 500 mg de gelificante Cab-O-Sil pa
104. El error en las dera evitar la precipitación del sólido

terminaciones de radiactividad específica es del orden del

0,5 %debido, fundamentalmente, a la sensibilidad de las ba
lanzas utilizadas.

Las hidrogenaciones a presión se realizaron en un hidro
genador Parr.

Las cromatografías en placa delgada (ccd) analíticas se
realizaron utilizando comofase fija Silicagel G según Stahl

(Merck), y como reveladores 1) vapores de iodo y 2) ácido sul
fúrico 50 %.

Las ccd preparativas se realizaron con Silicagel GF/254

(Merck), sobre placas de vidrio, observándolas luego de desa

rrolladas a la luz ultravioleta (254 o 366 nm). También se u

tilizó Si gel G (Alugram Sil G / U.V. 254, Macherey Nagel, y
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En ambos casos de ccd los solventes de desarrollo fueron:

1) cloroformo, 2) cloroformo con 5 %de metanol, 3) clorofor

mo con 10 % de metanol.

Las placas de celulosa fueron D.C. fertigplatten cellulose

F (Merck) y el solvente de desarrollo fue butanol, etanol, a

gua (10 : 4 : 4).

Las cromatografías en columnase realizaron utilizando cg

mo adsorbente Silicagel G Merck (malla 100-200) o, Silicagel

H Merck (malla 10-40 micrones), utilizando presión de aire o

de nitrógeno.

Las cromatografias gas-líquido (cgl) fueron realizadas en

un cromatógrafo gaseoso Hewlett-Packard 5830 A, con detector

de ionización de llama, equipado con columnas de vidrio de

1,80 m de longitud y 2 mmde diámetro interno, de fase SE-SO,

3 %, sobre chromosorb -W-AW-DMCS,malla 60-80.

14€ fueron adouiridas a NewLas drogas marcadas con

England Nuclear Corp.

Los solventes fueron evaporados a presión reducida por de

bajo de los 50°C.



Síntesis de trazadores radiactivos

Acidos oxalacético-4-14C y oxalacético-1,2-14C7

105a) Síntesis de acetato de ter-butilo (XXXV):

A una solución de 7,35 ml de ter-butanol seco y 10,6 m1 de

N,N-dimetilanilina recién destilada, se agregaron bajo atmósfe

ra de nitrógeno, y gota a gota, 5,65 m1 de cloruro de acetilo

comercial. Una vez agregados los 2/3 del volumen original se se

paró una fase más densa de clorhidrato de N,N-dimetilani1ina,

a1 tiempo que comenzabaun reflujo fuerte, debiéndose refrige

rar el sistema. Luego se diluyó con agua y éter, la fase orgá

nica se lavó con ácido sulfúrico 0,5 N frío hasta que no se ob

servó turbidez por agregado de base diluída. Finalmente se 1a

vó con solución saturada de bicarbonato de sodio y con agua.

Se secó sobre sulfato de magnesio anhidro.

Por destilación cuidadosa se separó primero el éter y lug

go se destiló el producto recogiéndose 1a fracción de P. Ebulli
ción: 96-98°C. P. Eb. 1iteratura105 97-98°C. Se obtuvieron 5,5

g (65,7 %de rendimiento).

I.R. (cm-1 ) 1730 ( tens. c=o ), 1400 ( tens C-O).

RMN-1H ( 60 MHz ) a : 1,95 ( s, 3H ), 1,45 ( s , 9 H )

14 63,b) Síntesis de acetato de ter-butilo-1- C

41 mg de acetato de sodio-1-14C comercial (0,079 mCi) se



—113

diluyeron con 459 mg de acetato de sodio anhidro, y la mezcla

se trató con 3,5 m1 de bromuro de benzoílo comercial, en un ba

lón de 10 m1 conectado a un microdestilador.

La reacción requirió agitación vigorosa y un buen calenta

miento. Se obvió el agregado de ácido benzoico exógeno, reco 

mendado en literatura, ya que ese añadido ocasionaba disminu —

ción del rendimiento.

Cuando Ia temperatura del baño de aceite alcanzó 175°C cg

menzóa destilar el bromuro de acetilo y se recogió la fracción

entre 60 y 72°C. El halogenuro de ácido se recogió directamen

te sobre una solución de 0,75 m1 de ter-butanol , 1,1 m1 de N,N

dimetilanilina recién destilada y 2 m1de éter, con agitación

continua. Una vez finalizado el agregado se reflujó durante 2
hs.

Se diluyó con agua y se lavó sucesivamente con ácido sul

fúrico 0,2 N, hidróxido de sodio 0,2 N y agua. Se evaporó el

éter por destilación cuidadosa y finalmente se recogió la frag
ción entre 96 y 98°C, obteniéndose 0,2 m1 (25 %de rendimiento)

de acetato de ter-butilo radiactivo (actividad 0,1987 mCi/mmol.)

c) Síntesis de oxalato de diter-butilo (XXXVI):

Se fundieron 3,2 g de ácido oxálico dihidratado y luego,

finamente pulverizados, se mezclaron íntimamente con 10 g de
66pentacloruro de fósforo Se dejó el sistema durante 3 días a

temperatura ambiente y con buena agitación.

Se destiló de 1a mezcla el dicloruro de oxalilo, usando c2
lumna de fraccionamiento y recogiendo el destilado entre 60 y
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99°C.

1,7 ml del halogenuro de ácido obtenido se agregaron a un

balón que contenía una solución de 9,5 m1 de ter-butanol, 4,8

ml de piridina y 9 ml de éter. La esterificación se completó

con 3 hs. de reflujo. Se enfrió y se filtró la mezcla por le

cho de Celite, lavándose con éter. La fase orgánica se acidi

ficó y se extrajo 3 veces con éter. Las fiases orgánicas reuni
das se lavaron con ácido sulfúrico ZN, agua, solución de bi 

carbonato de sodio y nuevamente con agua. Se secó sobre sulfa

to de magnesio y carbonato de potasio anhidros. Finalmente se

evaporó el éter obteniéndose 2,45 g de un residuo blanco cris
talino de P.F. 7o-71°c (P.F. lit.66 70,5-71°C), luego de re

cristalizarlo de éter de petróleo. El rendimiento fue de 34 %.

I.R. (cm-1) 1730 (tens. C0), 800 (tens. gem -CH3)

RMN-1H (60 MHz) a : 1,45 (s)

d) Síntesis de oxalato de diterbutilo-14C7:

d.1) Siguiendo 1a técnica descripta para 1a síntesis no marca

da, se diluyeron 35 mg de ácido oxálico-14 C2 (0,85 mCi) con

930 mg de ácido oxálico anhidro, finamente pulverizado y se

trataron con 5,7 g de pentacloruro de fósforo. Se obtuvieron

0,8 ml de dicloruro de oxalilo que se trataron con 6,7 m1 de

ter-butanol; 3,4 m1 de piridina y 4 m1. de éter. Luego del

aislamiento se obtuvieron 802,4 mg de (XXXVI)con 37 8 de ren

dimiento. Se recristalizó hasta actividad específica constante

de 0,079 mCi/mmol.
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d.2) Siguiendo la técnica descripta para la sintesis no marcar

da, se diluyeron 140 mg de ácido oxálico-14 C2 (3 mCi) con 875

mg de ácido oxálico anhidro y se trataron con 6 g de pentaclo

ruro de fósforo. Se obtuvo 1 m1 de dicloruro de oxalilo que se

esterificó con 6,7 m1 de ter-butanol en 3,5 m1 de piridina y 4

m1 de éter. Luego del aislamiento se obtuvieron 340 mg del dies
ter radiactivo (15 %de rendimiento). Se recristalizó hasta ac

tividad constante-de 0,266 mCi/mmol.

64 (XXXVII):e) Síntesis de oxalacetato de diter-butilo

Bajo condiciones anhidras se hicieron reaccionar 0,24 g

de potasio metálico sobre 7,5 m1 de ter-butanol. Una vez for

madoel ter-butóxido de potasio se agregaron 1,28 g de oxala

to de diterbutilo (XXXVI)y 0,8 m1 de acetato de ter-butilo

(XXXV).

Luego de 3 hs. de reflujo 1a mezcla de reacción se solidi

ficó gradualmente formándose un precipitado blanco lechoso. U

na vez frio se disolvió rápidamente en agua (el procedimiento

-indicado en literatura de usar NaOH2 %no es aconsejable, ya

que con agua se hidroliza el ter-butóxido de potasio en exceso

y un medio demasiado básico ocasiona la rápida hidrólisis del

diéster (XXXVII).Se separaron las fases y 1a fase acuosa se

lavó con éter y posteriormente se acidificó con acido sulfúri
co 2 %y se extrajo 3 veces con éter.

Las fases etéreas reunidas se secaron sobre sulfato de so

dio anhidro_y a1 evaporar el solvente se obtuvieron 0,95 g de

cristales de (XXXVII), rendimiento 65 %. P.f. 90-91°C.
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P.F. Lit64 9o-91°c.

I.R. (cm-1) 1730 (tens. CO), 850 (tens. gem-CHS).
RMN-1H(60 MHz) a : 1,55 (s, 18H), 6,1 [s.a., ZH).

f) Síntesis del ácido oxalacético (XXXIV)64:

1,0 g del diéster cristalino (XXXVII) se disolvió en 5 m1

de benceno anhidro y 20 mg de acido p-toluensulfónico, y se re

flujó durante 1 hora. En el curso de la reacción se eliminó iso

buteno y precipitó el ácido trans-hidroxifumárico en forma de

hojuelas amarillas. Se obtuvieron 487 mg (90 %de rendimiento)

de P.F. 182-183°C. (P.F. lit. 183-184°C).

El compuestoaislado se recristalizó de éter-etílico-éter
de petróleo, y se obtuvo el isómero cis, el ácido cis-hidroxi
maleico de P.F. 1s1-153°c. (P.F. 1it.64 152°C)

E.M. m/z (asignación, %) 132 (M+‘, 8); 113 (M+'—18, 18); 87

(M+1c00H, 100); 69 (M+1c00H-18, 60);

45 (coo*, 87); 44 (coz, 48).

RMN-1H(60 MHz) en CDSOD, a una concentración de 0,5 M92

6: 2,89 (b.a. forma hemiacetálica)

3,79 (b.a. forma ceto)

5,90 (b.a. forma enólica)

g) Síntesis de ácido oxalacético-4-14C:

110 mg de potasio se hicieron reaccionar con 3,2 m1 de ter

butanol en condiciones anhidras y se agregaron 0,510 mg de oxa 
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lato de diter-butilo (XXXVI)y 0,2 m1 de acetato de ter-butilo
_141 C de actividad especifica 4,37 x 108 dpm/mmol (0,1987 dpm/

mmol).

Luego del tratamiento descripto en g), se obtuvo XXXVII,

el que por 1a reacción descripta en f) produjo 228,3 mg de áci
14 8

do trans-hidroxifumárico -4- C crudo, de actividad 1,5 x 10

dpm/mmol(0,068 mCi/mmol). Luego de recristalizar hasta activi
14dad constante quedaron 147 mg de ácido oxalacético-4- C de ag

tividad 1,95 x 1o8 dpm/mmol (0,0886 mCi/mmol).

14h) Síntesis de ácido oxalacético-1,2- C7:

h.1) 150 mg de potasio se hicieron reaccionar en S m1 de ter

butanol en condiciones anhidras y se agregaron 800 mg de oxala
14to de diter-butilo- C (0,079 mCi/mmol)y 0,5 m1 de acetato

Z

de ter-butilo. Luego de los tratamientos descriptos en g) y en

f) se obtuvieron 280 mg de ácido trans-hidroxifumárico crudo

de actividad específica 1,4 x 108 dpm/mmol(0,064 mCi/mmol).

Luegode recristalizar hasta actividad constante quedaron

271 mg de ácido oxalacético de actividad 1,7 x 1o8 dpm/mmol

(0,077 mCi/mmol).

h.2) 80 mg de potasio se hicieron reaccionar con 2,5 m1 de ter

butanol en condiciones anhidras y se agregaron 340 mg de oxala
to de diter-butilo-14 C2 (0,266 mCi/mmol) y 0,25 m1 de acetato

de ter-butilo. Luego de los tratamientos descriptos en g) y en

f) y de recristalizar hasta actividad constante, se obtuvieron
140 mg de ácido oxalacético con actividad de 3,6 x 108 dpm/mmol

(0,164 mCí/mmol).
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Inoculación de trazadores radiactivos

Método A

En el bulbo que crecía en terreno abierto se practicaron

3 orificios de 3 mmde diámetro por 15 cm de profundidad y se

llenaron con 1/12 del volumen total a inocular, es decir, de

la solución del trazador disuelto en solución reguladora de

fosfato 0,1 M, pH = 7,41

En las inoculaciones realizadas con ácido oxalacético,

éste se disolvió en dicha solución reguladora, hasta una con

centración no mayor de 0,09 M, en el instante previo a la ing
culación.

Cada orificio se selló con un tapón del mismotejido del

bulbo. La operación se repitió durante 4 días consecutivos, a

distintas alturas y con distintas inclinaciones sobre la su 
perficie descubierta del bulbo.

Durante los días que siguieron a la inoculación y hasta

la cosecha, los orificios se llenaron con agua destilada cada
2 o 3 dias.

Método B

Sobre la superficie descubierta del bulbo se procedió se

gún lo señalado en el Método A, reservándose una parte del vg

lumen a inocular para hacerlo en una forma diferente:

Conhebras de hilo de zurcir no mercerizado, se atravesa
ron varias hojas de la planta, cerca de su base.
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Se sumergieron ambos extremos de la mecha en un frasquito

que contenía la solución del trazador remanente.

Durante los días que siguieron a 1a inoculación y hasta 1a

cosecha, los orificios y el frasquito se llenaron con agua des

tilada cada 2 o 3 dias. En caso de lluvia se cubrió 1a planta

con un plástico.

Método C

Se desenterró un bulbo en período de latencia evitándose

la acción perjudicial de la luz sobre las raíces.
Se lavó y pesó. Se colocó en un recipiente, protegido de

1a luz de tal forma que las raíces quedaron sumergidas en un

litro de solución hidropónica diluída 1 20 y 350 mg de sorbí

to ácido de potasio (trans, trans-2,4-hexadienoico).
La solución se mantuvo aireada con un burbujeador durante

7 dias.

Luego de una semana se volvió a pesar no observándose va

riación alguna.

Medio hidropónico1Cózcomponentes para un litro de solución:

BOSH3 15 mg ClK 800 mg

(504)3FeZ 32 mg PO4H2Na anhidro 165 mg

804Mg anhidro 3600 mg so4cu 40 mg

SO4Na anhidro 2000 mg SO4Zn.7H2 27 mg

IK 7,5 mg ClZMn.4H20 93 mg

(N03)2Ca.2H20 2900 mg MoO3 0,005 mg
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Aislamiento de scillirósido

Se cortó en pequeños trozos un bulbo recién cosechado, del

que se descartaron raices y hojas (en caso de tenerlas). Se se

c6 en estufa con corriente de aire a una temperatura menor de

50°C, durante 10 días. Una vez secas, las escamas se molieron.

El polvo se extrajo con solvente, según dos técnicas:

a) Obtención del extracto degglicósidos de bufadienólidos

Técnica 1: 3

El polvo de SciZZa se extrajo 3 veces con 1,5 l de etanol

cada vez, la última extracción se realizó a 50°C aproximadamen
te. El extracto etanólico se llevó a seco al vacío.

Se tomó el residuo seco con 1,5 1 de agua y se trató con

hidróxido de plomo II recientemente preparado de la siguiente

forma: 38 g de acetato de plomo se disolvieron en 250 ml de a

gua y se añadió una solución de 8 g de NaOHen 100 m1 de agua.

El precipitado formado se lavó por decantación varias veces

hasta neutralidad de las aguas de lavado.

La solución tratada con el hidróxido de plomo se dejó repg
sar durante 1a noche y se filtró. El filtrado fue concentrado

a 1/3 de su volumenpor liofilización.

El liofilizado se extrajo con cloroformo, y finalmente con

cloroformo-n-butanol (7 3).

Técnica 2: 23

El bulbo seco finamente molido se extrajo 3 veces con 1,5 1
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de metanol, la última extracción se realizó a 50°C aproximada
mente.

El extracto metanólico se concentró a presión reducida has

ta 500 ml, diluyéndose entonces con igual volumen de agua.

Se agregaron luego 32 g de acetato de plomo trihidrato en

90 m1 de agua y amoniaco ZN en cantidad suficiente como para

llevar el pH a 6,3. La solución se tornó verde y se formó un

precipitado lechoso en suspensión que; luego de 2 horas, se

filtró con dificultad por lecho de Celite.

Luego se eliminó el metanol del filtrado por concentración

al vacío, hasta un volumen de 400 ml.

Este extracto acuoso se extrajo primero con cloroformo y

luego 3 veces con cloroformo - n-butanol 7 3 (300 ml cada

vez).

b) Purificación del extracto por cromatografía en columna.

El extracto cloroformo-butanólico, que contenía los glicó

sidos cardiotónicos, se llevó a seco a presión reducida y se

purificó por cromatografía de adsorción, para aislar al scilli
rósido del resto de los bufadienólidos.

Se utilizó Silicagel G Merck, y se sembró con pastilla (2 g

de Silicagel para la pastilla y 25 g para la columna, por gramo

de extracto).
La elución comenzó utilizando cloroformo como solvente (1 l

aproximadamente), luego siguió con 3 %de metanol en cloroformo.

Coneste solvente se eluyó el glicósido proscillaridina (II)

(usualmente unos pocos miligramos). Con metanol 4 %en clorofor
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mose aisló el scillirósido. Las últimas fracciones de.scilli

rósido se obtuvieron impurificadas con glicósidos más polares,

que no pudieron diferenciarse por este método cromatográfico.

c) Aislamiento de acetato de 8 -sitosterol:

El extracto clorofórmico obtenido en a), se sometió a ace

tilación con anhídrido acético (2 m1) y piridina (2 ml), con a

gitación durante 24 hs. a temperatura ambiente. Luego 1a mezcla

de reacción se volcó en agua. El precipitado formado se filtró

y secó.

Este extracto acetilado se separó en Sus componentes por

cromatografía preparativa de adsorción (alúmina de actividad 1

en placa de vidrio). Se desarrolló con cloroformo y se eluyó

posteriormente la banda correspondiente cuyo Rf coincidía con
el acetato de B-sitosterol patrón.

Aislamiento de acetato de B--sitosterol radiactivo:

Por el procedimiento descripto aplicado sobre el extracto

clorofórmico del bulbo inoculado con oxalacetato -1,2-14C2 (Ta
bla 3, entrada 9), se obtuvieron 15 mgde acetato de B-sitoí

terol, que recristalizados de metanol hasta actividad constan
te rindieron 2,8 mg de actividad eSpecífica 304 dpm/mg(12,6 x

104 dpm/mol).

Por el mismoprocedimiento se evaluaron las radiactividades

específicas del acetato de B-sitosterol aislado en ocasión de
14 14

haber inoculado bulbos con acetato-1- C; succinato-l- C2 y
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oxalacetato-4-14C (Tabla 3, entradas 2, 4 y 6 respectivamente),

obteniéndose los siguientes valores:

4 dpm/mmol)entrada 2: 2200 dpm/mg (91 x 10

entrada 4: 222 dpm/mg (9,2x 104 dpm/mmol)

entrada 6: 66 dpm/mg (1 x 104 dpm/mmol)



-124—

Reacciones de degradación sobre scillirósido

a) Reacción de degradación con permanganato de potasio

62 mgde scillirósido se acetilaron con anhídrido acético

(0,1 ml) y piridina (0,1 m1), durante 24 hs. a temperatura am

biente. Se volcó luego 1a reacción sobre hielo-agua y se fil

tró el precipitado obtenido de tetraacetilscillirósido (XL).

Tetraacetilscillirósido (XL):

P.F. 199-200°C

RMN-1H (100 MHz)

RMN
13

C C ppm )

0,82 (s, SH, Me-18); 1,22 (s, SH, Me-19)

1,92 (s, SH, MeCO); 1,97 (5, SH, MeCO) ;

2,0 (s, SH, MeCO); 2,30 (s, 6H, MeCO) ;

4,2 (m, SH, H=S y CHZ-O-); 4,54 (d,J=8 Hz,

1H, H-C-O); 4,7-5,S (m, 4H, protones del

azúcar); 5,9 (5.3., 1H, H-4); 6,16 (d,J=

3 Hz, 1H, H-ZS); 7,10 (d, J' = 2 Hz, 1H,

H-21); 7,76 (dd, J=8 y J'=2 Hz, 1H, H-ZZ)

18,21 (0-19); 19,07 (C-18); 20,69; 20,83;

21,40; 21,60 y 22,22 (93300), 37,20 (0-10);
49,40 (0-13); 62,05 (C-ó'); 34,59 (0-14);

99,30 (0-11); 115,43 (0-23); 122,33 (0-20);

130,22 (0-4); 141,81 (0-5); 146,75 (0-22);

148,44 (0-21); 162,40 (0-24); 168,2; 169,48;

169,60; 170,45 y 170,79 (CH3—go).
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E.M. m/Z (asignación, %) 457 (C H 0 = aglicona-O+: 100 )26 33 7

331 (C14H1909=tetra-O-acetilgluco
sil, 60).

78,8 mg de (XL) se disolvieron en S m1 de acetona, a 0°C.

Se agregaron entonces 60 mg de permanganato de potasio finamen

te pulverizados y se dejó, con muybuena agitación, elevar la

temperatura hasta la ambiente. A1 cabo de una hora se agregaron

30 mg más de permanganato de potasio. Esta operación se repitió
cada 2 hs hasta que no se detectó más tetraacetilscillirósido

por ccd (solvente de desarrollo 1).

Para finalizar la reacción se filtró, se llevó a seco, y el
residuo se trató con agua, se acidificó con ácido sulfúrico ZN

hasta pH = 3,5 y se extrajo con cloroformo. La fase orgánica se

lavó con agua, se secó y se evaporó al vacio. El producto de

oxidación crudo se disolvió en 7,5 ml de cloroformo-éter 2 1

y, para extraer las partes ácidas, se agitó varias veces con
solución fría de hidróxido de sodio 2 N.

De la fase etérea llevada a neutralidad y evaporada se obtu
vo una fracción neutra.

Los extractos básicos se acidificaron y extrajeron con clo

roformo, obteniéndose la fracción ácida.
Entre los dos extractos reunidos el rendimiento obtenido fue

siempre menor al SO %.

Una esterificación con diazometano en cloroformo, de la

fracción ácida, produjo cambios hacia Rf mayores para más de uno
de los componentes de dicho extracto. No se logró aislar ningún

producto puro.
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b) Secuencia degradativa para 1a obtención de los

carbonos 22, 23 1-24

A 150 mg de scillírósido en 10 m1 de solvente (alcohol ó

dioxano-agua 4 : 1), se agregaron 160 mg de borohidruro de so

dio a temperatura ambiente. Periódicamente se agregaban 10 6

20 mg de borohidruro de sodio, al observarse la cesación de g

volución de.burbujas. Luego de llegar a1 punto final de la

reacción, determinado por ccd comodesaparición del scilliró

sido de partida, se neutralizó con clorhídrico diluido para
destruir el exceso de borohidruro.

La mezcla se volcó luego en agua y se extrajo con cloro 

formo-n-butanol 7 3, hasta que no se observó permanencia de

sustancia orgánica en 1a fase acuosa por ccd (solvente de de

sarrollo 3).

Scillirósido (I):

P.f. 170-171°C

P.f. lits

U.V.A más” : 300 mu (log e = 3,74)

168-170°C, 200°c d.

I.R. (cm"1 ) 3000-3350 (tens. O-H), 1735, 1720, 1640 y 1550

(tens. del anillo a-pirona), 1250 (tens. C-O-C

de grupo acetoxiloü.

RMN-1H(100 MHz) 6: 0,86 (s, 3H, Me-18); 1,26 (s, 3H, Me-19);
O

2,06 (s, 3H, Me-COO-C-ó); 3,82 (t, ZH, J=

Z Hz, CH -C-6'); 4,24-4,4 (ma, 1H, H-C-3);
107_

2

4,4 (d, 1H, J = 8 Hz, H-C-l') 5,5 (s.a.,
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107; 5,9 (sa, 1H, H-C-4)18; 6,31H, H-C-ó)

(d, 1H, J=8 Hz, H-C-ZS); 7,24 (d, 1H, J'=

2 Hz, H-C-Zl); 7,88 (dd, 1H, J=8 Hz, J'= 2

Hz, H-C-ZZ).

La mezcla resultante de la reducción con borohidruro de so

dio sobre el scillirósido se acetiló con anhídrido acético (0,1

ml) y piridina (0,1 m1), durante 24 hs, a temperatura ambiente.
Sobre esta mezcla se realizaron los siguientes espectros:

RMN-1H(60 MHz) 6 = 0,86-O,92 (sa, 3H, Me-18); 1,22 (s, 3H, Me

19); 3,95-4,3 (ma., SH, H-C-S y H-C-ó')¡5,4—
5,6 (sa, 1H, H-C-ó); 5,45 (dd, integración

menor que 1, tentativamente asignado a1 H-C-ZZ

de doble enlace 20 (22)); 5,84 (sa, 1H,H-C-4);

7,22 (sa, integración menor que 1, tentativa

mente asignado a H-C-21 en doble enlace 20

(21)).

cambios ocurridos en 1a zona de carbonos sp2 con res

pecto al espectro de tetraacetilscillirósido (XL)
Desaparición de las señales a ppm:

168,3 (C-24); 115,4 (C-23)

Permanencia de las siguientes señales:

123 (c—20)*; 130,2 (c-4); 141,8 (C-5);146,8 (c-22)*;

148,5 (c-21)*.

* Señales múltiples sin resolución.
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c) Secuencia degradativagpara aislar el C-24.

a) Metilación del scillirósido.

Se disolvieron 124 mg de scillirósido en 1 ml de N,N-dimetil

formamida, secada sobre óxido de bario. Se agregaron 190 mg de

óxido de bario finamente pulverizado y se dejó, con buena agita

ción, durante 1 hora a temperatura ambiente, en balón cerrado pa
ra evitar la carbonatación del óxido de bario. La mezcla se en 

frió luego en baño de agua y hielo y se agregaron 0,2 m1 de iodu

ro de metilo, registrándose un aumento en la temperatura de la

reacción. Al cabo de 3 horas se agregaron 0,3 m1 más de ioduro de

metilo, y se dejó al abrigo de la luz, y a temperatura ambiente
durante 24 hs.

La mezcla amarillenta semisólida obtenida se volcó en 70 ml

de cloroformo y se dejó 2 hs. con agitación, expuesto a la atmóí

fera para procurar la carbonatación del hidróxido de bario re
manente. Se filtró luego por Celite y se extrajo 3 veces con a

gua (y con solución de tiosulfato de sodio en el caso de persis

tencia del color del iodo).
La fase orgánica se secó sobre sulfato de sodio anhidro y se

llevó a sequedad obteniéndose un producto de aspecto vidrioso.

A1 analizar el producto por ccd de silicagel, con solvente

de desarrollo 3, revelador 2, se observó la desaparición del sci

llirósido de partida (Rf= 0,55), y la aparición de dos-manchas

marrones principales de Rf= 0.82 y Rf= 0,86. El rendimiento en
estas metilaciones osciló entre un 66 y un 89 %, observándose

mejores rendimientos cuando menor fuera la masa de partida (con
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cantidades mayores se veia dificultada 1a agitación, por ser

1a mezcla de reactivos de consistencia viscosa y heterogénea).

Tal comose indicó anteriormente (pág.58) el producto crudo

se procesó directamente sin purificación previa.

Producto crudo de metilación del scillirósido:

I.R. (cm-1): 1600 (tens. c=0), 1050 (tens. C-O-C)

RMN-1H(100 MHz) en comparación con el espectro de scilli

rósido (I) pág. 125, se aprecia (Fig.13)

la desaparición de la señal a 6 =2,06 y

1a aparición de las siguientes: 3,16 (s,

asignado al grupo CES-O-CH-ZUi 3,38,
3,44; 3,47; 3,52; 3,56 (S s, azúcar,

c-o-c53)1°8.

3,64 (s, c5 —o—co—24)3

b) Reacción del producto crudo de metilación del scillirósido
confenil-litio.

Se obtuvo el reactivo fenil-litio79 en estado sólido, por r3
acción de n-butil-litio e iodobenceno. Se conservó en heladera y
oscuridad.

0,2 mmolesdel producto crudo de metilación se llevaron a si

quedad en un balón pequeño cerrado con un tapón de látex reversi

ble, y se hizo vacío. Se agregaron 2 m1 de tetrahidrofurano re 

cientemente destilado sobre sodio y se enfrió a 0°C.
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Se agregaron por medio de una jeringa 10 mmoles de fenil

litio, disueltos en 4 ml de tetrahidrofurano , enfriados a 0°C.

Se observó inmediatamente aumento de la temperatura y oscu
recimiento del medio de reacción.

Se dejó el sistema a temperatura ambiente durante 3 hs, y

se volcó sobre hielo (reacción exotérmica). Se llevó luego a

leve acidez con ácido clorhídrico ZNy se extrajo 3 veces con

éter de petróleo-cloroformo 8 2. Las fases orgánicas se la

varon con agua, se secaron sobre SO4Na2, y se llevaron a se 
quedad, obteniéndose un producto crudo de aspecto vidrioso.

Un análisis por ccd, solvente Z, revelador Z, mostró que

habían desaparecido los reactivos metilados iniciales y habia

una nueva mancha amarilla de Rf= 0,7. Cuando se reveló con io

do aparecieron algunas manchas de Rf menor (productos secunda
rios aromáticos, debido al exceso de reactivo fenil-litio).

El análisis por cgl indicó dos productos principales, cuan
do se utilizó una columna S-E-30 y la temperatura del horno se

varió entre 110 y 250°C a razón de 10° por minuto (tiempos de

retención registrados: 10,62 y 26,15 minutos).

c) Oxidación y aislamiento del C-24 como oxima de benzofenona.

El producto crudo de fenilación se suspendió en 10 ml de á

cido sulfúrico 10 %y se le agregaron 3 g de trióxido de cromo.

La mezcla se destiló inmediatamente bajo corriente de nitrógeno

y se recogió en un balón enfriado conteniendo S m1 de hidróxido

de sodio 10 %. Se agregó agua al balón de reacción para que su

volumen se mantuviera entre 7 y 10 ml, hasta recoger unos 60 ml
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de destilado. Este destilado alcalino se extrajo con éter y se

llevó a seco, obteniéndose un 100 %de rendimiento en benzofe

nona (comogotas aceitosas).
La benzofenona cruda aislada se disolvió en 7 ml de etanol

agua 4 3 y se agregaron 30 mg de clorhidrato de hidroxilamina

y 180 mg de hidróxido de potasio. La solución se calentó a baño

maría durante 10 minutos. Luego se enfrió el sistema y se agregó

ácido clorhídrico diluido. A1tiempo precipitaron cristales in
coloros de la oxima (aproximadamente el rendimiento osciló entre

un 60 y 80 %respecto del scillirósido de partida). El p.f. de

la oxima fue de 144°c (P.F. lit ‘05 144°C) y no descendió por

P.F. mezcla.

En caso necesario se recristalizó de etanol 95 %.

Aplicación de la secuencia degradativa descripta a1 scilli
rósido radiactivo.

Se partió de 58,8 mgde scillirósido de actividad especifi

ca 65,7 dpm/mg (Tabla 3, entrada 9), que se trataron con 130 mg

de óxido de bario y 0,2 m1 de ioduro de metilo en 1 ml de N, N

dimetilformamida. Se aislaron 64,6 mgde scilliróSido metilado,

mezcla que presentó una actividad de 45 dpm/mg, es decir, se re

cuperó un 76 %de la radiactividad de partida. El resto de la

marcación se localizó en las aguas madres de metilación.

El producto crudo de metilación se trató con S mmoles de fe

nil-litio en tetrahidrofurano a 0°C, obteniéndose el producto
crudo de fenilación. Posteriormente se sometió al nuevo producto

a oxidación, destilación y derivatización, según la técnica_ya
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descripta.

Se obtuvieron 6,8 mg de oxima de benzofenona que se recrií

talizaron hasta actividad específica constante de 8 dpm/mg

1500 dpm/mmol), que correspondió a un 3,9 %de la actividad ei

pecífica del scillirósido de partida.
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d) Secuencia degradativa tendiente a aislar la D-glucosa

y el carbono 24 del scillirósido.

1) a) Hidrogenación del scillirósido:

Las mejores condiciones de hidrogenación resultaron ser las

de la entrada S de la Tabla 1 (pág.63).

SOmg de scillirósido se disolvieron en SOm1 de metanol, y

se hidrogenaron a temperatura ambiente y presión atmosférica con

un 10 %pp de dióxido de platino como catalizador, durante 5,5

hs. Unavez desaparecido el scillirósído de partida, se filtró

la solución por lecho de Celite y se llevó a sequedad, obtenién

dose un producto vidrioso con buen rendimiento : 92-97 i.

b) Separación de los productos de hidrogenación:

El análisis por ccd se llevó a cabo con solventes de desí

rrollo 3, revelador Z, observándose las zonas A : RfA = 0,75-0,8;

B z RfB = 0,45-0,S; y C : Rfc = 0,2 . La cromatografía prepa
rativa se llevó a cabo en columna con silicagel H y presión

de nitrógeno, en una relación de muestra a relleno de
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100, y una altura máxima de 20-25 cm. Comosolvente de ar

mado y primera elución se empleó cloroformo con 6 % de metanol

(la siembra se efectuó en pastilla), separándose asi la zona A,

amorfa (discutida en la pág 64).

Con cloroformo y 8 % de metanol se aisló la zona B, a 1a

que se asignó 1a estructura genérica de hexahidroscillirósido.

A1 llevar a sequedad quedó un sólido de P.F.

Zona B

150-151°C.

hexahidroscillirósido

RMN-1H (100 MHz) 3

E.M. m/Z (asignación,%):

0,98 (sa, asignado tentativamente a los

hidrógenos siguientes 81:

Me-19 de serie 5 a , 14 B y Me-18 de sg

rie S B, 14 B con contribuciones de gru

pos 3 B OH y 6 g H).

1,14 y 1,18 (2 s, Me-19 de serie 5 a

14 e + 3 e OH + 6 a acetato, Me-19 de

serie 53, 14 B + 3 a OH + 6 a H, Me-18

de serie 5 a 14 B + 3 a OH + 6 e H, Me

18 de serie 5 e , 14 a + 3 a OH + 6 a a

cetato),2,0 (CHS-COO-C-ó,en proporción, 
20-25 3);4,4 (d, 1H, J= 3 Hz, H-C-1').

626 (M*', 0); 403 (M*1g1ucosa—(CH3-c0),3)

388 (403-15 y 406-18, 41); 373 (388-15

y 391-13, 13); 37o (333-13, 22); 355 (37o

15, 13); 337 (355-13, 15); 319 (337-13,

40); 271 (370-cadena lateral, 7); 255
H O -42355-cadena lateral-1); 406 (M+-C611 5

15, 20).
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Con solvente cloroformo con 10-12 %de metanol se eluyó la

zona C. Al llevarla a sequedad se obtuvo un producto sólido, de

P.F. 209-210°C, cuyas características se discutieron en la pági
na 64.

Z) Hidrólisis delgproducto crudo de hidrogenación del scilliró

sido y obtención de penta-O-acetil-D-glucopiranosa.

Las mejores condiciones de hidrólisis resultaron ser las de

la entrada 4 de la Tabla 2 (pág. 66 ),

El producto crudo resultante de la hidrogenación de SOmg

de scillirósído se disolvió en 2 m1 de metanol, y se agregaron
2 m1 de ácido sulfúrico 0,1 N. La solución se reflujó 4 hs., a1

término de las cuales el sistema estaba turbio. Se diluyó, en

tonces, con 3 veces su volumen de agua y se extrajo 4 veces con

cloroformo (10 m1 cada vez). El extracto orgánico se lavó con a

gua, se secó sobre sulfato de sodio anhidro y se llevó a seque

dad, obteniéndose así la mezcla cruda de agliconas.
La solución acuosa remanente se neutralizó con carbonato de

bario, se filtró por lecho de Celite y se liofilizó dicho filtra
do. (Un análisis por ccd de partición indicó presencia de gluco

sa libre, por comparación con patrón auténtico, solv. de desarrg
llo: n-butanol, piridina, agua 10:4:4). El residuo sólido se tra
tó con anhídrido acético-piridina (1:1; 2 m1) y se lo dejó una

noche a temperatura ambiente. La mezcla de reacción se volcó so

bre hielo-agua y el precipitado obtenido se filtró y se secó.
Se recristalizó de etanol la penta-O-acetil-D-glucopiranosa,

obtenida con un rendimiento del 86 %, aproximadamente, con res
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constantes físicas re

sultaron idénticas a las del patrón auténtico.

Mezcla cruda de agliconas.

RMN-1H (100 MHz) ó
*

0,9 (sa , Me-19 serie Sa ,148 ); 1,11-1,14
*

(sa , Me-18 de serie Sa , 148 y SB , 148 )

1,26 (sa*, Me-19 de

(s, CES-OCO-24).

ic

sustituyentes.
La acetilación de esta mezcla mostró

1a presencia de dos señales adicionales:

5 2.o (s, cg3-coo-) y 5,24 (s, H-C-ó c

% ) 386 (M+1 2 HE.M. m/z (asignación, 2
353 (371-18,

271 (371-cade

(SSS-cadena 1

-2 H o, 50);2

355-13, 32);

serie Se , 14g ); 3,64

Los sa se deben al efecto de los distintos

en su RMN-‘H(Figura 17),

on 65 acetoxi).

o, 15); 371 (386-15, 25)

100); 33s (371-15, 23);

na lateral-1,25); 253
atera1-1, 30); 37o (M'*‘

355 (370-15, 44); 337

ZSS (SSS-cadena lateral-1,

15); 237 (337-cadena lateral-1, 15).
M*'=

M'+; 406 (compuesto (XLII)

412 [compuesto (XLI)

] Figura 18.

3) Reacción de 1a mezcla cruda de agliconas con fenil-litio.

Se procedió en 1a forma ya descripta para scillirósido metila
do (Pág.59 ).
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4) Oxidación y aislamiento del C-24 como oxima de benzofenona;

Se siguió un procedimiento totalmente análogo al descripto

en la página 130 para lograr el aislamiento del C-24 comooxi
ma de benzofenona.

Aplicación de la secuencia degradativa descripta al scillirósi
do radiactivo.

a) Scillirósido radiactivo correspondiente a la entrada 9, de
la Tabla 3:

SOmg de scillirósido de actividad específica 65,7 dpm/mg

(40750 dpm/mmol), se hidrogenaron según 1a técnica descripta

en 1), obteniéndose 47,6 mg de producto hidrogenado, de activi

dad 53 dpm/mg.

46,4 mg del producto de hidrogenación se sometieron a hidrg

lisis bajo las condiciones descriptas para el compuestono ra

diactivo, rindiendo 32,4 mg de mezcla de agliconas, de actividad

específica 61 dpm/mg.

De 1a solución acuosa remanente se aisló glucosa, y luego

de su acetilación se obtuvieron 26,7 mgde penta -0-acetil-D

glucosa, actividad específica 11,6 dpm/mg(4524 dpm/mmol).(Tab1a S).

31,4 mg de la mezcla de agliconas se sometieron a reacción

con fenil-litio y posterior oxidación y derivatización de 1a
benzofenona producida. Se obtuvieron 4 mg de oxima, de-activi

dad específica S dpm/mg (1546 dpm/mmol).
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b) Scillirósido radiactivo correspondiente a 1a entrada 1, Ta
bla 3.

735 mg de scillirósido de actividad 1,02 x 10 dpm/mmol, se

diluyeron con scillirósido no activo y se llevó a actividad es
6pecífica constante de 2,08 x 10 dpm/mmol.

Se tomaron 21,22 mg de dicho scillirósido diluido (3,36x103

dpm/mg)y se hidrogenaron según la técnica 1), obteniéndose

17,6 mg crudos de actividad 3102 dpm/mg.

16,4 mg de dicho producto crudo de hidrogenación se some 

tieron a hidrólisis ya descripta. Luegode la extracción con

cloroformo se obtuvieron 11,70 mg de actividad 2862 dpm/mg.

De la solución acuosa remanente se aisló glucosa, que, lug

go de acetilada dio 12,9 mgde penta-O-acetil-D-glucosa de ac

tividad especifica 7,9 x 1oS dpm/mmol.(Tabla 1o, pág. 108).

c) Scillirósido radiactivo correspondiente a la entrada 4, Ta
bla 3.

Los 100 mgde scillirósido obtenido de actividad especifi

4 dpm/mmol,se diluyeron con scillirósido frío y se

recristalizó hasta actividad específica constante de 28,2 x 103
ca 6,1 x 10

dpm/mmol. Se tomaron 29,25 mg de este scillirósido (45,5 dpm/mg

y se hidrogenaron según lo indicado anteriormente, obteniéndose

33,3 mg de producto crudo de actividad 30,8 dpm/mg.

Luego de hidrólisis de este producto crudo se aislaron 13,6

mg de mezcla de agliconas de actividad 27 dpm/mg.

De la solución acuosa remanente y luego de acetilación, se
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pudieron aislar 11,95 mgde glucosa peracetilada de actividad

e5pecifica 36 dpm/mg (14 x 103 dpm/mmol). (Tabla 10).
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e) Secuencia degradativa tendiente a aislar independiente

mente los carbonos componentes del grupo acetato de C-ó.

1) Metilación del scillirósido.

Se procedió según la técnica descripta en 1a página 128

Las aguas madres de lavado de la metilación se alcalinizg

ron con hidróxido de sodio hasta pH=9, y se llevaron a seque
dad en baño de aceite a 120-140°C. De esta forma se obtuvo a

cetato de sodio anhidro proveniente del grupo acetilo de C-6

del scillirósido, impurificado con sales inorgánicas que no a
fectaron el curso posterior de 1a reacción.

2) Degradación de Schmidt sobre acetato de sodio.

A 20 mg de acetato de sodio contenidos en un balón de 10 m1

de dos bocas, se le agregaron 0,5-1 m1 de ácido sulfúrico con 

centrado. Se entíbió el balón en baño de agua hasta que se di 

solvió su contenido. Luego se enfrió el sistema a 0°C y se pur

gó con nitrógeno el aparato. A los 10 minutos se agregaron 50

mg de azida sódica, e inmediatamente se reconectó 1a circulación

de nitrógeno. Se mantuvo la reacción a 60°C durante 2 hs reco

giendo el CO2en una trampa de solución de hidróxilo de bario.
Previo a esta trampa se había colocado otra con permanganato de

potasio 5 %en ácido sulfúrico ZN, para eliminar el ácido hidrg
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zoico que pudiera volatilizarse.

El precipitado de carbonato de bario se filtró rápidamente

al vacío y evitando todo contacto con 1a atmósfera para impedir

carbonatación exógena contaminante, y la concomitante dilución

del producto radiactivo. La actividad específica del sólido se

determinó aplicando el método descripto en la página 110
El sulfato de dimetilamonio remanente en el balón de reac

ción se volcó sobre 100 ml de agua-hielo. Esta solución se lle

vó a pH básico con hidróxido de sodio 10 %y se destiló a un

balón conteniendo 10 m1 de ácido clorhídrico 2 N.

El destilado se liofilizó obteniéndoseun residuo cristali
no. A este producto crudo se le agregó 0,1 m1 de cloruro de ben

zoilo y 4 ml de hidróxido de sodio 1 N, se tapó y agitó fuerte

mente. Se dejó toda la noche y finalmente se extrajo con éter

etílico, se secó sobre sulfato de sodio anhidro y se llevó a

sequedad. El residuo de N-metilbenzamida, P.F. 78-79°C, se re

cristalizó de éter de petróleo y resultó idéntico en propieda
des y constantes físicas a1 patrón auténtico.

Aplicación de 1a secuencia degradativa descripta al scillirósí
do radiactivo.

a) Scillirósido radiactivo corre5pondiente a la entrada 9, Tabla

79,42 mgde scillirósido de actividad específica 65,7 dpm/mg

se metilaron con óxido de bario e ioduro de metilo, obteniéndose

89 mg de producto crudo de metilación (44 dpm/mg).

De las aguas madres se aisló el acetato de sodio que se some
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tió a la degradación de Schmidt.

Se aislaron 12,6 mg de carbonato de bario de actividad espg

cIfica 40 dpm/mg (7,9 x 103dpm/mmol); y 22,6 mg de N-metilben

zamida de actividad 8,8 dpm/mg (1,5 x 103 dpm/mmol).

b) Scillirósido radiactivo correspondiente a la entrada 7, Tabla 3

Los 26,5 mgde scillirósido obtenido, de actividad específica

1,3 x 105 dpm/mmol,se diluyeron con scillirósido frío y se lleva

4 dpm/mmol.ron a actividad constante de 4,6 x 10

Se metilaron 73,44 mg del scillirósido diluido (74,6 dpm/mg)

obteniéndose 73,2 mg de producto con actividad 4 dpm/mg.

Del acetato de sodio-aislado de aguas madres y sometido a reag

ción de Schmidt, se aislaron 22 mg de carbonato de bario (224 dpm/
4mg; 4,4 x 10 dpm/mmol); y 15,1 mg de N-metilbenzamida (1,3 dpm/

mg; 171 dpm/mmol).

c) Scillirósido radiactivo corre5pondiente a 1a entrada 1, Tabla 3

Los 23 mg de scillirósido obtenidos (1,02 x 107 dpm/mmol) se

diluyeron y recristalizaron hasta actividad específica constante
de 2,4 x106 dpm/mmol.

98,01 mg del scillirósido diluido (4 x 103 dpm/mg)se metila

ron obteniéndose 140 mg de producto (2,6 x 103 dpm/mg).

Por reacción de Schmidt sobre el acetato de sodio aislado,

se recogieron 16 mgde carbonato de bario de actividad específi

ca 205 dpm/mg (4,4 x 104 dpm/mmol); y 12,9 mg de N-metilbenzami

da de actividad específica 12,2 dpm/mg (1,65 x 103 dpm/mmol).
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d) Scillirósido radiactivo correspondiente a la entrada 4 de 1a
Tabla 3.

Los 100 mg de scillirósido obtenido.(98,8 dpm/mg; 6,1 x 104

dpm/mmol),se diluyeron y llevaron a actividad constante de 28,2

x 103 dpm/mmol).

79,8 mg de este scillirósido (45,5 dpm/mg)se metilaron ob

teniéndose 85 mg de producto (40 dpm/mg; 2,8 x 103 dpm/mmol).

Por reacción de Schmidt sobre el acetato de sodio aislado

se obtuvieron 14,2 mg de carbonato de bario de actividad espe

cifica 4,1 dpm/mg (0,8 x 103 dpm/mmol) y 9,69 mg de N-metil

benzamida de actividad e5pecífica de 7,6 dpm/mg (1,03 x 103

dpm/mmol).

Los resultados aqui descriptos corresponden a los datos pre
sentados en las Tablas 4, 6 y 8 de 1a sección Discusión de los

Resultados (págs. 93, 98 y 103 respectivamente).
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f) Secuencia degradativa tendiente a aislar los pares

de carbonos 10-13, X 18-19 del scillirósido.

1) Metilación del scillirósido:

Se procedió según la técnica descripta en la página 56.

Z) Oxidación de Kuhn-Roth:

0,5 a 1 mmolde scillirósido metílado se colocaron en un ba

lón al que se agregaron S g de trióxido de cromo y 10 ml de áci

do sulfúrico 2 N. Se comenzó, entonces una destilación por arras

tre con vapor, debiéndose agregar agua desde una ampolla para

mantener el volumen del balón entre 10 y 15 ml. El destilado,

incoloro, se recogió en untmlón enfriado con hielo y se continuó

la destilación hasta que las gotas recogidas no fueran ácidas

(aproximadamente60 ml). El destilado se llevó a débil basici

dad con hidróxido de sodio 0,1 N y fenolftaleína comoindicador,

y luego se llevó a sequedad a 100°C de temperatura.

La presencia de acetato de sodio puro se detectó por ccd
de celulosa. El solvente de desarrollo utilizado fue : 1 m1de

hidróxido de sodio 10 % en 10 m1 de etanol 95 %. La sal se de

tectó rociando el cromatograma con una solución de verde de brg

mocresol (50 mg) y ácido cítrico (200 mg) en 100 ml de agua, re

velando como una mancha azul sobre fondo amarillo y se la compa



-145

ró con los siguientes patrones carbonato de sodio (Rf= 0,15);

acetato de sodio (Rf= 0,34); propionato de sodio (Rf= 0,44 ) y

butirato de sodio (Rf= 0,53).

3) Degradación de Schmidt.

El acetato de sodio obtenido por oxidación de Kuhn-Roth se

sometió a una degradación de Schmidt según 1a técnica descripta

en la página 74.

Aplicación de 1a secuencia descripta a1 scillirósido radiactivo.

a) Scillirósido radiactivo corre5pondiente a 1a entrada 9 de 1a

Tabla 3.

88 mg de scillirósido metilado crudo (44 dpm/mg, cuya obten

ción se detalló en la página 130) se sometieron a la oxidación
de Kuhn-Roth.

A1 acetato de sodio resultante se le aplicó 1a degradación

de Schmidt, aislándose 19,3 mg de carbonato de bario (6 dpm/mg;

2,4 x 103 dpm/mmol) y 19 mg de N-metilbenzamida (1,4 dpm/mg ;

0,38 x103

8. (pág, 103).

dpm/mmol).Estos resultados se discuten en 1a Tabla
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b) Scillirósido radiactivo correspondiente a 1a entrada 1 de la

Tabla 3.

35 mgde scillirósido de actividad específica 1,02 x 107

dpm/mmolse diluyeron con scillirósido no activo y se recrista

iizaron hasta actividad constante de 2,08 x 106 dpm/mmol(3,4 x
103 dpm/mg).

68,7 mgde dicho scillirósido diluido se metilaron obtenién
dose 83 mg de producto crudo (2,7 x 103 dpm/mg).

Este producto de metilación se sometió a la oxidación de

Kuhn-Rothy una posterior degradación de Schmidt sobre el acetí

to de sodio obtenido. Se aislaron 12,9 mg de carbonato de bario

(300 dpm/mg; 1,18 x 10S dpm/mmol) y 12,5 mg de N-metilbenzamida

(30 dpm/mg; 8 x 103 dpm/mmol). Estos resultados se discuten en

1a Tabla 10 (pág.108).

c) Scillirósido radiactivo correspondiente a la entrada 4 de la

Tabla 3.

84 mg del producto de metilación (40 dpm/mg; cuya obtención

se detalló en la página 142), se sometieron a una oxidación de

Kuhn-Rothy posterior degradación de Schmidt sobre el acetato de

sodio aislado. Se obtuvieron en esa oportunidad 17,45 mg de car
3bonato de bario (2 dpm/mg; 0,79 x 10 dpm/mmol) y 8,15 mg de N

3metilbenzamida (9 dpm/mg; 2,4 x 10 dpm/mmol). Estos resultados

se discuten en 1a Tabla 10 (pág. 108).
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g) Secuencia degradativa tendiente a aislar los carbonos

Z3 y Z4 del scillirósido.

1) Hidrogenación del scillirósido.

Se realizó según el procedimiento descripto en la páginaóZ.

2) Metilación del producto crudo de hidrogenación.

Procedimiento empleado totalmente análogo al descripto para

la metilación del scillirósido (página 56).

3) Formacióndel fenil-selénido.

Una solución de 0,34 mmoles del producto metilado, en 2 m1

de tetrahidrofurano anhidro conteniendo 91 mg de HMPA(hexametil

enfosforamida), se agregó, lentamente, a una solución de diiso 

propilamiduro de litio, enfriada'a -78°C (preparada bajo nitrógg
no, con 1 mmol de diisopropilamina y 640_y 1 de solución 1,54 M

de n-butil-litio en hexano).

Luego de 20 minutos de espera, durante los cuales debió for

marse el anión en el carbono (¡al éster de C-24, se agregó 1 ml

de tetrahidrofurano a -78°C conteniendo 356 mg de difenildisele_'

nuro (PhZSeZ) ó 195 mg de cloruro de fenilselenio (ClSePh). Al
finalizar dicho agregado se dejó alcanzar lentamente la tempera
tura ambiente.

La reacción se terminó por agregado de cloruro de amonio a 
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cuoso y el producto se aisló por extracción con cloroformo.

Los extractos orgánicos se secaron y evaporaron. Luego se

purificaron por cromatografía de adsorción en silicagel H con

presión de nitrógeno. Con cloroformo comoeluyente se elimina

ron productos secundarios no polares, y con 3 %de metanol en

cloroformo se aislaron los compuestos esteroidales. Estos re

sultaron ser idénticos a los reactivos de partida por compara
ción de sus espectros de RMN-1B.Por lo tanto no se logró 1a

formación de fenilselénidos.

Probablemente el paso fallido fue la formación del enola
to del ester metílico de C-24.

Se repitió el proceso variando proporciones de base, tem

peraturas y tiempos de formación del enolato, no lograndose en

ningún caso la obtención del compuesto esperado.
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h) Secuencia degradativa tendiente a aislar los

carbonos 21, 22, 23 y 24 del scillirósido.

1) Ozonólisis de tetraacetilscillirósido (XL).

120 mgde tetraacetilscillirósido (obtenidos según el pro
cedimiento indicado en la página 123 ) se disolvieron en 40-50

ml de cloroformo. El sistema se enfrió a -60°C y se pasó co 

rriente de ozono. A los 10 minutos la solución estaba azul, y

a los 60 minutos se comprobópor ccd de silicagel, solvente de

desarrollo 1, la desaparición del producto de partida.

Se dejó a1 sistema alcanzar la temperatura ambiente y se a

gregaron 400 mg de cinc en polvo y 3 ml de ácido acético 50 %.

Se mantuvo así por 18 hs. con buena agitación. Luego se filtró

por lecho de Celite y se extrajo con agua (10 ml, 3 veces) y fi

nalmente una vez con 10 m1 de hidróxido de sodio 0,1 N.

Se obtuvieron, entonces, dos extractos:

a) Extracto clorofórmico

b) Extracto acuoso

El extracto clorofórmico a) se llevó a sequedad (89 mg) y
1 . . - .se observaron en su RMN-H las Siguientes senales caracteristi

C35:



RMN-1H (100 MHz )

RMN
13

C ( ppm )

6
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0,92 (s, 3H, Me-18); 1,28 (s, 3H, Me

19); 2,02, 2,04; 2,08; 2,10; 2,18 (5

s, 15 H, Me-CO); 4,20 (m,H—3, H-ó' y

HO-Cfiz-CO). 4,56 (d, 1H, J= 8 Hz,

H-C-1'); 5,40 (t, 2 H, J= 1 Hz, H-C-ó);

8,1 (s, menos que 1 H, H¡co-c—20) ;

9,50 (s, 1 H,-oHc-4).

en comparación con el espectro del tg

traacetilscillirósido (XL)de la página
123, se observó la ausencia de las si

guientes señales:

115,4 (C-23); 122,9 (C-20); 130,2 (c-4);

141,8 (c-5); 146,8 (c-22); 148,5 (c-21);

168,3 (c-24).

Y la aparición de tres nuevas señales en
la zona de carbonos carbonílicos:

217,15 (g;o de c—5); 208,21 (go-CHZOH);

200,21 (gHo de c-5).

2) Obtención del C-ZZ como formaldehído.

El extracto clorofórmico seco, se disolvió en S ml de metanol

y 0,6 m1 de agua conteniendo 250 mg de ácido peryódico.

Se dejó reaccionar al sistema durante 48 hs. a temperatura
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ambiente y luego por pasaje de nitrógeno, se recogió el formal

dehído formado, proveniente del C-ZZ, comoderivado cristalino,

por captura en una trampa conteniendo solución de dimedona

(0,4 %).

El contenido remanente en el balón, extraído con clorofor
1mo, indicó por RMN-H la presencia de un grupo metilo de éster

a 3,64 ppm y grupos metilo de acetales a 3,3 ppm.

3) Obtención del C-22 como dióxido de Carbono:

En las experiencias con scillirósido radiactivo el extrac
to clorofórmico se disolvió en S m1 de dioxano, se agregaron Z

ml de-agua oxigenada 150 volúmenes y 0,1 m1 de HCl 6 N, se dejó

2 hs con burbujeo de N2. Luego se agregaron 250 m1 de ácido pe

riódico y se dejó 24 hs. Se captó entonces el CO2proveniente
del C-ZZ comocarbonato de bario, al hacer circular nuevamente

nitrógeno.

4) Aislamiento de los carbonos 21, 23 y 24.

El extracto acuoso proveniente de 1a ozonóliSis reductiva

se llevó a pH= 9 con hidróxido de sodio 1 N y se dejó reposar

hasta completar 1a precipitación del hidróxido de cinc. Luego

se filtró por Celite y el filtrado se acidificó con acido clor
hídrico 6 N. De esta solución ácida se separaron por arrastre

con vapor el ácido acético (agregado antes comomedio de redug
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ción del ozónido) y el ácido fórmico, proveniente del C-21 del

bufadienólido. El destilado se recogió sobre S m1 de hidróxido

de sodio 0,1 N. Durante la destilación se cuidó de que el resi

duo del balón no disminuyera más allá de 30 m1 en volúmen (pa

ra evitar autoesterificación del ácido glicólico presente). La

destilación se continuó hasta reacción neutra del líquido recg
gido.

Se tuvieron a esta altura dos soluciones:

b1) Extracto débilmente alcalino , destilado ( contiene el C-21 )

bz) Extracto ácido residual en el balón (contiene los carbonos
23 y 24 comoácido glicólico).

5) Obtención del C-21 como dióxido de carbono.

El extracto b1 se liofilizó y luego, contenido en un balón
cerrado con tapón de látex reversible, se le agregaron 8 ml de

agua oxigenada 150 volúmenes y se lo dejó 2 hs en la heladera.

Al cabo de este tiempo se purgó el balón con nitrógeno y

luego de conectarlo a un sistema de trampas con hidróxido de

bario se acidificó con ácido clorhídrico 6 N, utilizando una

jeringa.
Inmediatamente se captó el dióxido de carbono producido,

comocarbonato de bario. Este se filtró sin entrar en contacto

con la atmósfera y se midió su actividad.

6) Obtención de los carbonos 23 y 24:

El extracto ácido bz, conteniendo ácido glicólico se lio
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filizó. Luegoel residuo sólido se extrajo con éter etílico (3

veces, 8 m1 cada vez), y se evaporó el éter en un balón peque

ño. El residuo 7-8 mg, se disolvió en 2 m1 de solución regula

dora de fosfato 0,1 MpH=5,8 y se le agregaron 120 mg de meta

periodato de sodio disueltos en 2 ml de agua. Se guardó el sis

tema en la oscuridad, previo purgado con nitrógeno, durante 24

hs a temperatura ambiente (25-30°C). A1 cabo de este tiempo se

conectó al sistema con una serie de trampas conteniendo sucesi

vamente: solución de dimedona 0,Á %y solución de hidróxido de

bario 2 N;

Se hizo pasar por el sistema, entonces, una suave corrien

te de nitrógeno. Se recogió asI, como carbonato de bario el CO2
de carbono proveniente del carboxilo del ácido glicólico (es

decir, el carbono 24 del scillirósido), y comoderivado cristí
lino dimedona-formaldehído el C-2 del ácido glicólico (corres

pondiente a1 C-23 del scillirósido).

El formaldehído que permanecía aún en el balón se aisló de

1a siguiente forma: la solución devoxidación remanente en el

balón se enfrió y se le agregó 1 m1 de ácido sulfúrico 6 N; 1

m1 de ioduro de potasio a1 20 %y suficiente solución de arse

nito de sodio (20 %) como para decolorar a1 iodo formado. Lue

go se agregaron 15 m1 de solución de dimedona al 0,4 %y se

formóel derivado cristalino.

Aplicación de 1a secuencia degradativa

descripta a1 scillirósido radiactivo.
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a) Scillirósido radiactivo correspondiente a 1a entrada 9 de la
Tabla 3.

102,85 mgde scillirósido de actividad específica 65,7 dpm/

mg, se acetilaron obteniéndose 131 mgde tetraacetilscillirósi

do (XL) de actividad 51 dpm/mg (4,02 x 104 dpm/mmol).

129 mg de dicho compuesto se ozonolizaron reductivamente,

según la técnica descripta, con la consiguiente obtención de los

carbonos 21, 22, 23 y 24. Los resultados se presentan en la Ta

bla 11:

C—N° mg de derivado dpm/mg dpm/mmol

21 24,6 0,5 0,91 x 1o2

22 20 0,5 0,98 x 1o2

23 12,91 6 1,67 x 1o3

24 33 8 1,6 x 1o3

Tabla 11

b) Scillirósido radiactivo correspondiente a 1a entrada 1 de la
Tabla 3.

73,38 mg de scillirósido (3,4 x 1o3 dpm/mg; 2,08 x 1o6 dpm/

mmol) se acetilaron obteniéndose 93,4 mg de compuesto (XL) (2,7 x

103 dpm/mg; 2,08 x 1o6 dpm/mmol).

92 mg de dicho compuesto se ozonolizaron reductivamente í,

luego de aplicar la totalidad de 1a secuencia degradativa, se ob
tuvieron los resultados que se presentan en la Tabla 12.
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;C-N° mg de derivado_ dBm/mg dBm/mmol

21 21,3 14,0 2,2 x 103

22 18 12,2 2,1 x 103

23 13,31 54 1,5 x 104

24 13,56 275 5,4 x 104

Tabla 12.

c) Scillirósido radiactivo correspondiente a la entrada 4 de la
Tabla 3.

4 dpm/mmol) se71,77 mg de scillirósido (45,5 dpm/mg; 2,8 x 10

acetilaron, obteniéndose 93 mg de (XL) (34 dpm/mg; 2,68 dpm/mmol).

91 mg de dicho compuesto se ozonolizaron reductivamente y lug

go de aplicar la totalidad de 1a secuencia degradativa descripta
se obtuvieron los resultados que se presentan en la Tabla 13:

C-N° mg de derivado dEm/mg dBm/mmol

21 1o 4,4 0,87 x 103

22 3 4,0 0,3 x 103

23 8,28 1,6 0,44 x 103

24 8,6 3 0,59 x 103

Tabla 13
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Reacciones de Degradación sobre Proscillaridina

Secuencia degradativa tendiente a aislar el

C-24 de proscillaridina (II)

Se sometió a 1a proscillaridina a las reacciones de metila

ción, fenilación, oxidación y obtención de benzofenona, con pos

terior derivatización a su oxima, en forma totalmente análoga a

la descripta para el scillirósido (página 127).

Proscillaridina:

RMN-‘H(100 MHz) a: 0,30 (s, 3H, Me-18); 1,10 (s, 3H, Me-19);

1,33 (d, 3H, J= 4 Hz, CES-ramnosa); 4,0
4,22 (ma, 1H, H-C-3); 4,93 (s, 1H, H-C-1'109)

5,33 (sa, 1H, H-C-4); 6,28 (d, 1H, J= 8 Hz,

H-C-23); 7,29 (sa, 1H, J= 2 Hz, H-C-21); 7,9

(dd, 1H, J= 8 Hz, J' = 2 Hz, H¡C-22).

Producto crudo de metilación de proscillaridina:

RMN-1H000 Hz) aparecieron en el espectro, con respecto al de

proscillaridína, las siguientes señales:

6: 3,3 (s, 3H, Cfis-C-21); 3,54, 3,58 (Zs, de 3 CES-O-del

azúcar); 3,64 (s, CE -0.0C-24).3

La integración de las señales desde 3,54 hasta

3,64 evidencian un 80 %de metilación, aproxi
madamente.
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Secuencia degradativa tendiente a aislar L-ramnosa y el C-24

de Broscillaridina.

1) Hidrogenacióncatalítica de proscillaridina:

Se utilizaron exactamente las condiciones óptimas de hidro

genación del scillirósido (página 63).
Unanálisis por ccd (silicagel, solvente de desarrollo 3,

revelador 2) mostró tres zonas bien diferenciadas que se desig

naron comoA', B' y C', por analogía con lo encontrado para

scillirósido (sus relaciones frontales mantuvieronvalores se

mejantes a los indicados para I , página 62).

Luego de una purificación por columna de silicagel H con

presión de nitrógeno, y con eluyente cloroformo y proporciones

crecientes de metanol, se aislaron las tres zonas mencionadas,

que se encontraron en una relación de masas del 3, 75 y 20 %

respectivamente.
Las distintas zonas presentaron características espectrales

diferentes, que se presentan a continuación:

Zona A'

RMN-1H(100 MHz) a: 0,76 (s, Me-19 de la serie So , 14s );

1,1 (s, Me-18 y 19 de 1a serie 5 B , 148 );

1,2 ( Me-18 de 1a serie S a , 148 ); 1,3

(Me- de C-6 de ramnosa).
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Zona B'

Asignada tentativamente a 1a estructura de hexahidroprosci
llaridina.

RMN-1H(100 MHz) 6 :0,78 (s, Me-19 de la serie su , 146 ); 1,1

(s, Me-18 y Me-19 de la serie SB , 148 ) ;

1,2 (Me-18 de la serie 5a , 143 ); 1,3 (d,

3H, CES-C-ó de ramnosa); 4,94 (s, 1H, H-c-1').

E.M. m/z (asignación, 8): 419 (M+'-c5H903, 2 ); 401 (419-18, 17);
+0

388 (M —C6H1204, 3,6); 37o (188-18, 10);

373 (M+1 ramnosa + 1, 50); 355 (373-18,

100); 273 (373-cadena-lateral-1,12); 255

(SSS-cadenalateral-1, 10).

Zona C'

Sólo se pudo separar de la columna cromatográfica con solven

te cloroformo-15 a 20 %de metanol. Por acción del diazometano sg

bre su siembra en ccd, se observó, luego del desarrollo, la desa

parición de 1a zona C', y 1a aparición de señales de mayor Rf, por
lo cual se asignó 1a presencia de una cadena lateral abierta en

hidroxiácido, análogamentea lo supuesto para scillirósido.

2) Hidrólisís de proscillaridina hidrogenada.

Se utilizaron exactamente las condiciones óptimas de hidróli

sis de scillirósido (página 66).

La mezcla de agliconas presentó las siguientes propiedades es
.pectroscópicas:
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RMN-1H(100 MHz) 5: 0,8 y 1,2 (2 s, Me-18 y 19 de las series

5a y 5 a ); 3,64 (s, Me -o.oc-24).

E.M. m/z (asignación, 5): 390 (M*, 100); 375 (390-15, zo); 372

(390-18, 35); 360 (375-15, 68); 357

(375-18, 20).342 (357-15 y 360-18, 15);
I

273C372-cadenalateral, 65).

3) Aislamiento de L-ramnosa.

La solución de hidrólisis remanente de 1a extracción de las

aglïconas, se neutralizó, filtró y acetiló comoes en caso des

cripto para scillirósido (página 134). Se obtuvo entonces, tetra
O-acetil-L-ramnopiranósido, cuyas constantes físicas coincidieron
totalmente con las del patrón auténtico.

4 y 5) Fenilación, oxidación y obtención de 1a benzofenona como su

oxima.

Se procedió en forma similar a la empleada para scillirósido

(página 127).

Secuencia degradativa tendiente a aislar los carbonos

21, 221 23 y 24 degproscillaridina.

1) Acetilación de proscillaridina

1 g de proscillaridina se acetiló con anhídrido acético (2

ml) y piridina (1,5 ml) durante 24 hs con agitación y a tempera

tura ambiente. Luego la mezcla se volcó sobre agua-hielo y se
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filtró el precipitado obtenidode triacetilproscillaridina
(XLIII): 1,2 g.

Triacetilproscíllaridína (XLIII):

P.F. = 124-125°C.

RMN-1H(100 MHz) 6: 0,70 (s, 3H, Me-18); 1,0 (s, 3H, Me-19);

1,18 (d, SH, J= 5 Hz, 053 ae C-ó'); 1,88,

2,0 y 2,14 (3 s, 9H, 053-00); 4 (m, 1H,

H-C-S); 4,82 (s, 1H, H-C-1'); 5,2 (m, 1H,

H-C-4); 6,16 (d, 1H, J= 8 Hz, H-C-ZS);

7,14 (d, 1H, J'= 2 Hz, H-C-21); 7,75 (dd,

.1H, J= 8 Hz, J'= 2 Hz, H-C-ZZ).

RMN-13€ppm: 16,53 (C-18); 17,32 (c-19); 18,87 (C-ó‘); 20,74 y

20,87 (9H3—00); 48,21 (c-13); 50,95 (c—9); 84,68

10-14); 96,55 (c-1'); 114,96 10-23); 120,05 (0-4);

122,71 (c—20); 146,87 (c-22); 147,15 (c—5); 148,32

(c—21); 162,24 (c-24); 162,76 y 169,98 (CHs-QQ).

2) Ozonólísis de triacetílproscillaridina (XLIII).

1,2 g de triacetilproscillarídina se disolvieron en 60 m1
de cloruro de metíleno y se burbujeó corriente de ozono a -60°C

hasta desaparición del reactivo de partida determinada por ani
lisis en ccd (solvente de desarrollo 1). La reducción del ozó

nido se efectuó con 2 g de cinc en polvo y 20 m1 de acético 50%,

durante 24 hs a temperatura ambiente y con buena agitación.

Luego de filtrar y extraer con agua (3 x 30 m1) y finalmen
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te con hidróxido de sodio 0,1 N (1 x 20 m1), se obtuvieron dos

fracciones:

a) Fracción acuosa

b) Fracción clorofórmica

3) Obtención de los carbonos 21, Z3 y 24.

La fracción acuosa se trató similarmente a lo descripto pg
ra el scillirósido (pág. 151). Se logró aislar, así, el carbo
no 21 como carbonato de bario.

El residuo acuoso conteniendo el ácido glicólico se separó

en dos alicuotas. Conuna de ellas se trabajó similarmente a

lo indicado para scillirósido (pág. 151), aislándose luego de

la oxidación el C-23 comoderivado cristalino dimedona-formal_

dehido, y el C-24 como carbonato de bario.

La segunda alícuota se liofilizó, se disolvió en 3 ml de 3

gua, se neutralizó con hidróxido de sodio 0,1 N y se agregó a

una solución de bromuro de p- bromofenacilo (75 mg) en etanol

(23 ml). Se reflujó durante 2 hs, luego se enfrió y se agregó

agua hasta turbidez. Se dejó la solución en frío hasta que, con

el tiempo, aparecieron cristales de glícolato de p-bromofenaci
lo, de P.F. 137-139, luego de recristalizar de etanol. E1 deri

vado resultó idéntico en propiedades físico-químicas que el ob

tenido con ácido glicólico patrón.

4) Obtención del C-ZZ como derivado formaldehído-dimedonagy como

carbonato de bario .

La fracción clorofórmica de ozonólisis reductiva presentó
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las siguientes características espectrales:

RMN-1H(100 MHz) 6: 0,90 (s, SH, Me-18); 1,20 (s, SH, Me-19);

1,18 (d, SH, J= 5 Hz, ESC-6'); 1,88; 2,0

y 2,14 (3 s, 9H, CES-C0); 4,0 (m, 1H, H-C

3); 4,2 (m, H-S1 HOCflz-CO); 4,82 (s, 1H,

H-C-1'); 8,15 (s, 0,5H, CEO-C-ZO);9,6 (s,

1H, cgo-c-4).

RMN- C: En comparación con el espectro de (XLIII) se observó:

la desaparición de las señales de los carbonos 4, 5,

20, 21, 22, 23 y 24; y la aparición de cinco nuevas se
ñales:

ppm: 200 (CHE-4); 209 (CHZOH-QOen C-ZO); 213 y 219

(ono-go en c—20); 217 (OHC-S).

Este extracto clorofórmíco se trató primero con ácido ortopg
ryódico y, por pasaje de nitrógeno se captó, como formaldehído

dimedona el C-ZZdel bufadienólido original proveniente de la a

grupación 21-0H-ZO-ceto y luego, con agua oxigenada 150 volúme

nes, calor y nuevo pasaje de nitrógeno recogiendo de ese modocg

mo carbonato de bario el dióxido de carbono producido por oxida

ción del ácido fórmico (resultante este último, de la acción del

ácido ortoperiódico sobre el grupo 21-aldehído-20-ceto). Se pudo

comprobar entonces, químicamente, la presencia de ambos grupos cg
moresultado de la organización reductiva.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo de Tesis consistió en dilu
cidar el origen biosintético de los carbonos numerados como22,

23 y 24 del anillo a -pirona de los bufadienólidos vegetales.

El estudio se realizó con ejemplares de la variedad roja de

SciZZa marítima (Baker), en los que el scillirósido es el prin

cipal glucósido cardiotónico.

Sabiendo que los 21 carbonos‘restantes del esqueleto este 

roidal básico provienen de una unidad del tipo 20-ceto-pregnano,

se pensó inocular metabolitos de tres o cuatro átomos de carbo

no, tales que;por su funcionalidad pudieran ser precursores e 

fectivos del anillo bufadienólido. Segúnel esquemabiosintéti

co pr0puesto el metabolito más apropiado resultaba ser el ácido
oxalacético.

Se sintetizó, entonces a dicho ácido oxalacético con marca

ción radiactiva en diferentes carbonos, y se practicaron inocu

laciones de éste y otros precursores probables comolos ácidos

succinico y pirúvico en los bulbos de SciZZa.

Las inoculaciones se repitieron en distintas épocas del año

para analizar, además, posibles variaciones de las incorporacig
nes logradas con los trazadores en el scillirósido, según el es
tadío biosintético en que aquellos encontraran a dicho bufadie
nólido.

Unavez aislado y purificado el scillirósido de cada bulbo

inoculado, se comprobóque los resultados de incorporación absg

luta obtenidos no pudieron ser concluyentes respecto de cuál es

el verdadero precursor del anillo a-pirona.
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Se procedió, entonces, a analizar las incorporaciones de

radiactividad relativa obtenidas en ciertos carbonos individua
les del scillirósido.

Se estudiaron, para tal efecto, reacciones de degradación

de dicha molécula polifuncional, de tal forma de aislar limpia
mente subestructuras claves. Las secuencias degradatívas se a

plicaron al scillirósido radiactivo aislado de las distintas i
noculaciones.

El análisis de las incorporaciones relativas obtenidas per
mitió afirmar que el ácido oxalacético es el metabolito donan

te de los tres carbonos requeridos para completar el anillo

a-pirona en bufadienólidos vegetales por lo que el proceso

biosintétíco de formación de estos compuestossería el siguien
te

O

Glu OCOCH3
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Los temas principales relatados en el presente trabajo son:

Antecedentes sobre estudios biosíntéticos de glicósidos car
diotónicos de origen animal y vegetal.

Síntesis de probables precursores radiactivos.

Análisis de incorporaciones absolutas logradas.

Secuencias degradativas realizadas sobre scillirósido y ex

tendidas a proscillaridina.

Análisis y discusión de los valores de incorporación radiag
tiva relativa, obtenidos en subestructuras de la molécula de

scillirósido proveniente de inoculaciones con distintos pre
cursores, y su comparación según la época del año.

/
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