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CAPITULO I

INTRODUCCION



Generalidades

Los withanólidos son un grupo de esteroides naturales cons

truidos sobre un esqueleto de tipo ergostano. Se caracterizan por

poseer una cadena lateral de nueve átomos de carbono, en la cual

los carbonos 22 y 26 se encuentran oxidados apropiadamente de

manera de formar una 5-lactona. En la figura 1 se representa la
estructura basica denominada"esqueleto withanólido" [1].

Deben su nombre a la planta Níthanía somnffera donde fueron

descubiertos los primeros constituyentes de este grupo [2,3].

Tambiénfueron aislados de otras plantas del género Withanía y de

plantas de los géneros Acnistus (Dunalía), Jaborosa, Nícandra,

Physalís, Datura y Lycíum, todas ellas pertenecientes a la

familia de las Solanáceas encontrándose principalmente en las hojas

de los vegetales mencionados.

28

27

Figura l. Esqueleto withanólido.
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Las estructuras y distribución de los withanólidos en la natu

raleza han sido objeto de diversos trabajos de revisión biblio

gráfica [4,5,7]. Se agrupa también bajo el nombre generico de witha

nólidos a otros compuestos cuyas características comunesson un

esqueleto básico, modificado o no, del tipo ergostano y distintos

grados de oxidación en los carbonos 1, 22 y Eó, tales como 22,26-8

-1actoles, 23,26 y EB,Eó—X-1actonas,fisalinas, acnistinas y analo

gos c0n el anillo D de seis miembros aromatizado [4-6], todos ellos

biogenéticamente relacionados a los withanólidos. En la figura 2

se presentan algunas estructuras representativas de estos com
puestos.

Las fisalinas (fisalina B (5)) fueron aisladas de varias

especies de Physalís, siendo los rasgos estructurales comunesde

estos compuestos la ruptura oxidativa del enlace entre los carbonos

13 y 14 y el cierre de un nuevo anillo de seis miembros por forma

ción de un enlace entre los carbonos 16 y 24. Se designa como wi

thafisalinas al grupo de compuestosque representan estados inter
medios en la conversión biosintética de withanólidos a fisalinas,

por ejemplo withafisalina C (g). Las acnistinas (acnistina A

(9)) presentan un tipo distinto de cadena lateral, la cual con
tiene un ciclopentano formado por unión de los carbonos 21 y 24.

Los compuestos del tipo Nic l (nicandrenona (2)), son los prime

ros esteroides naturales que poseen un anillo D de seis miembros
aromatizado.

Los withanólidos con esqueleto esteroidal no modificado se

puedensubdividir de acuerdo a las siguientes caracteristicas es
tructurales:



OH

nícalbina A l ixocarpalactona A g

perulnctonn 1 fisnlinn H h

withnfisalina C 5

NIC l 1 acnlstlna A 6

Figura 2. Estructuras de algunos compuestos bíogenétícamente rela
cionados a los withanólidos.



compuestos no sustituidos en carbono 20 [Q,S,8—11] (figura 3,a)

_B_,Q)

b) compuestos que poseen un grupo hidroxilo en carbono EO (200)

[4,5,18-16] (figura 3, 2, Lg).

C) compuestos con la cadena lateral orientada 17a [4,5,9], todos

los cuales poseen un hidroxilo en posición 178 (figura 3, ¿9,

La).

Estas subdivisiones son importantes desde el punto de vista

biogenetico pues, con muypocas excepciOnes, las plantas que sin

tetizan 20-H-withanólidos no producen EO-hidroxicompuestos y vice

versa [4]. Por otra parte, los 17B-hidroxi withanólidos son el

unico grupo de esteroides naturales que poseen una cadena lateral
de más de dos carbonos orientada en a.

Los compuestos presentes en estos subgrupos se diferencian por

1a posición y número de grupos hidroxilo (¿2, ¿2) y 1a pre

sencia o ausencia de átomos de cloro (ig), dobles enlaces y/o

anillos epóxido (¿5, Lg, Lg).

Se han aislado tambien distintos glicósidos a partir de espe
cies comoNítnanía arísrata Pauq. C17], Physalís peruvíana [IB]
y Acnístus australis (ex Dunalia australís) [19].

En 1987 se describió el aislamiento y 1a determinación estruc

tural de un nuevo withanólido aislado de la especie Trechonaetes

Iacíníata, actualmente reclasificada comoJaborosa lacíníata, a1

cual se denominótrechonólido a (gg). La característica inusual

de este withanólido es la presencia de un puente hemiacetalico

entre un hidroxilo en C-EE y un grupo ceto en carbono 12, formando

un anillo de seis miembros con un grupo hidroxilo orientado en B en



0 0

0H OH a
withaferina A g withanolido D 2

OH \ OH

0 0
OH

0 0

withanólido E ¿Q jaborosalactona A ll

0H \ 0H \

0 O

OH OH OH OH Cl

withaperuvina ¿a fisalolactona ¿2

Figura 3. Estructuras de algunos withanólidos con esqueleto esteroi
dal no modificado.
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withanólido J ¿í daturolactona B ¿2

HO

óH "o

withanona¿É 1a,3B,20a-trihidroxiwitha-5,lá-dienólido ll

ZOG-hidroxi-l,4-dioxo-SB,68— (20R,22R)-14a,ZOB-dihidroxi
epoxi-20R,22R-witha—2,24-di- 1-oxowitha-2,5,16,24-tetran6
enólido ¿g lido ¿2

Figura 3. Continuación.



Trechonólido A Withametelina
fl a

el carbono 12 [20a].

Oshimay col. aislaron de Datura mete] la withametelina

(g¿), siendo este el primer withanólido que posee el metilo 21
oxidado [El].

El B-secowithanólido denominado (+)-jaborol (gg) fue obtenido

a partir de Jaborosa magellanica [22]. Su importancia reside en

el hecho de que su estructura correspondería a un posible catabo

lito de withanólidos. Considerando que los withanólidos poseen

generalmente un grupo cetónico en carbono 1, se podría plantear a

g; comoun precursor biogenetico de gg. La oxidación in vivo

de gg en carbono 9 conduciría al alcohol gg, el cual por rup"

tura del enlace C9-C10, seguida de una secuencia de oxidación
-reducción y deshidratación daría por resultado el (+)_jaborol

(gg). (Figura A).

Finalmente cabe destacar que estos compuestos no son exclusivos



(+)-Jaborol Q

Figura 4. Posible proceso de formación de (+)-jaborol (gg) a

partir de un precursor hipotético (gg).

del reino vegetal, ya que recientemente se aíslaron ocho lactonas

esteroidales (de EB y 27 átomos de carbono) de la clase de los

withanólidos (ESa-c,Eóa-e) a partir del Coral Hinabea (5p)
[23].
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Hithanólidos en el género Jaborosa

Jaborosa es el genero "tipo" de la tribu Jaboraseae Miers,

dentro de la subfamilia Solanoídeae C24]. Las Solanaceas que

constituyen el género Jaborosa son hierbas sudamericanas de
particular interes taxonómico,florístico y fitogeografico. Este
género presenta dos centros de diversificación: uno andino con 81

especies, que desde e] sur de Perú y Bolivia se extiende a lo largo

de la cordillera de los Andes hasta Tierra del Fuego; el otro

oriental, con un par de especies (J. integrifolía y J. runcí

nata) que habitan sobre todo en las cuencas de los ríos Pananá y

Uruguay, en lugares frecuentemente inundables de tierras arcillo
sas.

Argentina es el país con mayor número de especies, pues tota

liza El del total de 23 del género; de aquellas, 11 son endémicas

de su territorio (J. oxípetala, J. odonellíana, J. sativa, J.

bergíi, J. amegnínoi, J. Kurtzií, J. riojana, J. lanigera, J. ca
brerae, J. chubutensís y J. Ieucotrícha), 5 las comparte con

Chile (J. Iaciníata, J. reflexa, J. araucana, J. magellaníca y
J. caulescens var. caulescens y var. bipinnatíf‘ída), una con

Uruguay (J. runcínata), otra con Brasil, Paraguay y Uruguay (J.

íntegrifolía), otra con Bolivia (J. rotacea), otra con Chile y
Bolivia (J. parvíflora), y una última con Perú, Bolivia y Chile

(J. squarrosa). Por otro lado Chile tiene 8 endemismos(J. pin

nata y J. volkamanníi). Las especies con area geográfica más

extensa son dos endemismosargentinos: J. bergíi y J. leuco

tricha, que habitan principalmente en la Provincia del Monte. La



especie más austral es J. magelïanica, y la mas boreal es J.

squarrosa.

A menudo las especies de Jaborosa viven en suelos pedregosos

de altas montañas, entre los 2500 y 4500 m.s.m, alcanzando J. Ia

gínera los 5050 m.s.m; unas B especies crecen en lugares áridos

desde los 100 m.s.m hasta los 2200 m.s.m aproximadamente; otras son

propias de zonas más húmedas como J. odoneïlíana, J. oxípetala, J.
satíva [24].

Se han aislado withanólidos de las 4 especies de este genero

estudiadas hasta el presente trabajo. Los mismosse indican en la

tabla 1. El withanólido aislado de J. magelïaníca cuya estructura

corresponde a1 trechonólido A fue publicado con el nombre de jabo

rosalactona M[20h].

En este trabajo de tesis se comenzóel estudio de los witha

nólidos presentes en Jaborosa bergíi y Jaborosa odonellíana, y
se estudió también Jaborosa Ieucotricha analizada anteriormente

por Giordano, Lavie y col. [30]. En 1a figura 4'se representa 1a

distribución geografica de las tres especies mencionadas.



TABLA 1.

integriroïia

leucotrícna

Iacíníata

mageïlanica

Níthanólidos aislados del género Jaborosa.

jaborosalactona A (¿¿); B ( 7a); C
(E7b); D (27€); E ( d); F (E e)
[25-29].

jaborosalactona L (gg) [30].

trechonólído A (gg) [80a].

(+)-jaborol (gg) CEE]; trechonólido A
[EObJ.(gg)

g_¿. A“; óB-ÜH; R1=ÜH; R8=H.

_zg. 56-0H; óa-Cl; R1=ÜH; R2=H.

g_g. Su-OH; óB-OH; R1=0H; R2=H.

gz_. Sa-Cl; óB-ÜH; R1=OH; R8=H.

E e. Sa-ÜH; óB-OH; R1=R2=OH.



o J. odonelliana

4”]. bergii

fiel. Zeucotricha

Figura 4'. Distribución geográfica de las especies J. bergíí, J.

leucorrícha y J. odonelïiana.



Propiedades.biológicas de los Nithanólidos

Durante muchosaños se atribuyeron diversas propiedades

terapeúticas a las plantas de Nithania somnífera. Algunas tribus

sudafricanas usaron sus raíces y hojas con distintos propósitos
medicinales, atrayendo la atención de los pobladores europeos

quienes utilizaron la pasta de hojas en el tratamiento de la eri

sipela. En la India esta planta era utilizada por sus propiedades

sedativas, hipnóticas y antisepticas [A]; sin embargo la mayoria de

los estudios realizados a comienzos de este siglo no confirmaron

las propiedades mencionadas [31].

Al aislarse los primeros withanólidos en forma pura y

cristalina, se realizó un mejor estudio de los mismos, encon

trándose que la withaferina A (Q) no sólo presentaba propiedades

anticancerígenas [32-37] sino también una notable actividad bacteü

rióstatica [2,38-413, ejerciendo ademasacción inmunosupresora

[42,43].
También se encontró que la withaferina A y el withanólido D

(2) inhibian la formación de ácido ribonucleico (ARN)en el

sarcoma 180 de células cancerosas a una concentración de 40 pg/ml

[44]. Por otra parte la withaferina A inhibe la sintesis de

proteinas [45] y el desarrollo de hongos [46] e inversamente,

nucleófilos biológicos y algunos microorganismos actuan sobre ella

[47,48].

La actividad anticancerígena de la withaferina A se ha evaluado

en forma más extensa investigando su acción contra el sarcoma 180,

el sarcoma negro, el carcinoma ascítico de Ehrlich y el adenocar



cinoma mamario E0771 en ratas [49].

Se estudió también la actividad de varios withanólidos frente a

las larvas de Spodoptera Iittoralís entre ellos el withanólido E

(¿9) [50]. Este compuesto inhibe la alimentación de las larvas,

siendo critica 1a sustitución en los carbonos 4, 5 y ó en 1a

actividad desarrollada. Un grupo hidroxilo en posición QBreduce la

actividad en un factor de 10, mientras que 1a hidrólisis del

5,6-epóxido a 5,6-diol conduce a una inactivación total.

En 1984 se comprobó la actividad antiinflamatoria del

BB-hidroxi-E,3-dihidrowithanólido F (gi), el cual fue aislado de

frutos de Nitnanía coagulans [51]. Se determinó que su actividad

en peso, es 5 veces mayOrque la de fenilbutazona y aproximadamente

igual a la de la hidr0c0rtisona. Por otra parte se comprobóque
este withanólido no afecta el sistema nervioso central.



Níthanólidos en la Quimiotaxonomía

Mediante estudios realizados en la planta Withanía somnírera,

se comprobó que la misma existe como distintas poblaciones

morfológicamente indistinguibles unas de otras, que difieren

químicamente de acuerdo al tipo de withanólidos que contienen.

Tales poblaciones de plantas se designaron comoquimiotipos,

identificándose en Israel tres quimiotipos distintos (I-III). El
principal constituyente del quimiotipo I [52] fue withaferina A

(g), la cual estaba acompañadapor pequeñas cantidades de otros

withanólidos. No se encontró en el quimiotipo I ningún compuesto

con un sustituyente hidroxilo en carbono EO, siendo los principales

componentesQB-hidroxi-5,ó-epoxiwithanólidos.

El quimiotipo II contenía sólo EO-hidroxiwithanólidos [58]. El

principal withanólido constituyante resultó ser el withanólido D

(2), el cual se encontraba acompañadode otros withanólidos con

grupos hidroxilo adicionales.
El quimiotípo III [53] también contenía sólo EO-hidroxi

withanólidos los cuales podian dividirse en dos grupos, uno con

cadena lateral orientada en B y otro con cadena lateral orientada

en a. Ninguno de los withanólidos aislados en este quimiotipo

poseían hidroxílo en carbono A. Con excepción del withanólido E

(¿9), el cual poseía el sistema 58,68-epóxido, todos los com

ponentes del grupo tenían un doble enlace en esta posición.

Se supuso que la formación de los distintos componentes en

plantas pertenecientes a un mismogénero tenia carácter genético lo



cual se confirmó realizando cruzas recíprocas por polinización

entre distintos quimiotipos de Nitnanía somnífera [4]. La cruza

de los quimiotipos I y III produjo al withanólido D (2), como

producto predominante, el cual no se detectó en los quimiotipos

padres, mientras que withaferina A (g), el principal componente

del quimiotipo I, se encontraba ausente y el withanólido E (¿9)

permanecía presente en la descendencia comouna herencia del tipo

padre III.
Comoobservación general se puede decir que las plantas que

producen EO-hidroxiwithanólidos no producen EO-desoxiwithanólidos,

siendo una excepción 1a presencia conjunta de withaferina A y

withanólído D en el tipo africano de Nicnanía somnírera [Q] y de

17-desoxi-EO-hidroxiwithanona (gg) junto con 17-desoxiwíthanona

(aL) en Lycíum chinese [54].

Los resultados obtenidos por cruzas de distintos quimiotipos

señalan la posibilidad de lograr un control genético, pudiendo
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acumular withanólidos no encontrados en poblaciones naturales, o

transformar componentes menores en mayoritarios. Posteriormente se

encontró otro quimiotipo de Nítnanía somnífera en la zona nor

oeste de India al cual se denominó quimiotipo Indio I. Este quimio

tipo contenía sólo 20-desoxiwithanólidos, todos con cadena lateral

orientada en B y presentaba una gran diversidad estructural; de el

se aislaron ocho withanólidos no descriptos anteriormente C55].

Antecedentesbiosinteticos

En un estudio biosintético preliminar con la planta Níthania
somnífera, Lockley y col. identificaron comoesteroles principales
de esa planta a campesterol (gg), 24-meti1colesta-5,EQ-dien-36-ol

(gg), sitosterol (gg), estigmasterol (gg) y BB-isofucosterol
(39g); también se identificaron cantidades menores y variables de

24-meti1encolesterol (329) (generalmente menos del 2%del total

de esteroles) C56] (Figura 5).

Por otra parte en cultivos in vitro de yemas de Nítnania

somnífera no se encontraron withanólidos en cantidad detectable;

sin embargose aislaron de dichos cultivos cantidades comparati

vamente grandes de EQ-metilencolesterol [57]. En base a estos

resultados se consideraron posibles precursores de withanólidos al

campesterol, EQ-metilcolesta-5,24-dien—BB-ol y 24-meti1encolesterol
todos ellos fitoesteroles de 88 carbonos.

Posteriormente Lockley y col. estudiaron la incorporación de

24(R,S)-meti1-(28-3H)-colesterol (o sea una mezcla de campesterol

(EB-3H) (gg) y dehídrobrasicasterol (EB-HH) (24R-gg)) y
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Figura 5. Esteroles aislados de Wítnanía somnífera [56].
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24-metílencolesterol (EB-BH)(32g), observándose marcación con

tritio en los withanólidos aislados sólo en las experiencias
realizadas con 24-metilencolesterol [58].

Se hicieron también experiencias para determinar si otros
Q-desmetilesteroles estaban involucrados en la biosíntesis de

withanólidos C58], pero los trabajos efectuados para investigar la

intermediación del 24-metilcolesta-5,84-dien-BB-ol (gg) arrojaron
resultados confusos. No se encontró marcación de tritio en

withanólidos aislados de Witnanía somnírera a la que se

administró 24-metilcolesta-5,24-dien-3B-ol (EB-HH)pero sin

embargo se observó una gran perdida de tritio del esterol

administrado luego de su reaislamiento de la planta. Por lo tanto

no pudo descartarse este esterol comoposible precursor de

withanólidos. En la figura ó se encuentra resumido el resultado de
estos estudios biosintéticos.

En un mismo experimento y con fines de comparación los autores

administraron a plantas de Mirnanía somnífera una mezcla de

24-metilencolesterol (EB-HH)y 3(R,S)-mevalonolactona [E-‘“CJ.

La relación de radioactividad “H/“”C obtenida que sería una

medida de la incorporación relativa del esterol a la mevalono

lactona fue significativamente mayor para el withanólido D (2)

que para la withaferina A (a) [58]. Este resultado puede admitir

variadas interpretaciones, comopor ejemplo la existencia de

compartimentalización de los sitios de biosíntesis o bien de las

reservas de precursores de los dos withanólidos; también podría
deberse a diferentes efectos isotópicos en las rutas que conducen
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Figura ó. Posibles precursores de los withanólidor.

a la withaferina A y al withanólído D.

Por otra parte Vande Velde y col. [12] aislaron tres compuestos

de Níthanía coagulans (Dunal) identificados comoB-sítosterol,
BB-hídroxi-2,3-dihídrowithanólido F (gg) y ergosta-5,25“dien-QB,

EQ(R,S)-diol (gg) y consideraron a los dos últimos comoposibles
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precursores de los withanólidos. En base a esta suposición y

considerando al 24-meti1encolesterol comoprecursor de witha

nólidos, propusieron un camino biosintetico que daria lugar a 1a

formación de la cadena lateral de estos compuestos (Figura 7). I

representa al EQ-metilencolesterol; el fitosterol aislado II

llevaria a III por hidroxilación en carbono 22, una reacción bien

conocida en 1a biosíntesis de esteroides en 1a naturaleza. A partir

de este punto son posibles dos hipótesis:

a) ciclación de III para dar IV, el que luego se oxida a V.

b) oxidación del isómero alílico VI para dar VII cuya posterior
ciclación conduce a V.

La estructura de un lactol del tipo V se encontró en varios witha

nólidos [59-62] (ver página E); 1a oxidación del mismoconduciría a

la lactona VIII, característica en la estructura de estos com
puestos.

OH

HO
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24
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o OH CHZOH

IV III VI
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V VII
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Figura 7. Posible camino biogenético que conduce a la formación
de la cadena lateral de los withanólidos [12].
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La intervención de gg o la de 24-meti1encolesterol en 1a

biosíntesis de withanólidos no fue confirmada. Sin embargo, si

alguno de éstos u otro esterol alquilado en C-EQestuviera presente

en el camino que conduce a withanólidos, el último paso sería la

oxidación de uno de los metilos proquirales (26 ó E7) a carboxilo,

dando el anillo lactónico característico de estos compuestos. Los

carbonos 26 y 27 deberían provenir de los carbonos 8 y 3' de 1a

mevalonolactona dependiendo de cual de los metilos proquirales del

esterol precursor se oxide a carboxilo. En Physalis peruvíana se

ha establecido que el metilo pro-R de varios 24 alquil esteroles

proviene del carbono 2 de la mevalonolactona C63]. En la figura 8

se indican los carbonos involucrados tomando como ejemplo de

esterol precursor a1 24-metilencolesterol y comowithanólido

biosintetizado a la withaferina A (g).
En base a los resultados obtenidos en degradaciones de

0 O

MVA

Figura 8. Posible origen biogenético de los carbonos 26 y 27 de los
withanólidos.
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withaferina A (g) [64] biosintetizada a partir de mevalono

lactona-E-1“C en Acnístus breviflorus, se pudo determinar por

aislamiento de los carbonos 26 y 27 que el C-Eó deriva del carbono

2 de la mevalonolactona y dado que este carbono es estereo

específicamente incorporado en el metilo pro-R (C-Eó) de varios

esteroles [63] sería este metilo el que se oxida a carboxilo (C-Eó)
en los withanólidos.

Por otra parte en las mismas experiencias se determinó que 1a

actividad presente en el C-aó de withaferina A era muy inferior a

la esperada considerando que los withanólidos derivan de la

mevalonolactona-8-1“C a través del 24-metilencolesterol y

deberían tener marcados por igual los carbonos 1,7,15,22 y 26. En

este caso se esperaría que el C-Eó tuviera un 20%de la actividad

presente en withaferina A. El valor muy inferior encontrado (1,6%)

sugiere que existiría una ruta alternativa en la biosíntesis de
withanólidos en Acnístus breviflorus, en la cual se rompería la

cadena lateral de un esterol precursor con pérdida del carbono Eó,

si bien estos resultados no permiten establecer en qué enlace de la

cadena se produjo la ruptura.

Comoya se mencionó, Lockley y col. C58] incorporaron

24-metilencolesterol-(BB-BH) en withanólidos, sugiriendo que los

compuestos aislados habían retenido el carbono 28 del precursor.

Estos resultados podrían justificarse si hubiera ruptura de la

cadena lateral de un esterol precursor entre los carbonos EQy ES,

lo cual implicaría un camino biosintetico sin perdida del carbono

EBdel estero] precursor. Este tipo de ruptura justificaría además

la baja actividad específica para el C-Eó encontrada en las degra
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daciones antes mencionadas. Sin embargo hay que considerar que la

incorporación observada de 84—metilencolesterol [EB-BH]podria

haber tenido lugar por el camino minoritario en el que no ocurre

ruptura de la cadena o bien puede ser explicada por migración del

tritio, ya que no se realizó ninguna degradación para confirmar que

el tritio estaba aún en carbono 28. Este último argumento cobra

fuerza por los resultados obtenidos por estos mismosautores con

EQ-metilcolesta-5,EA-dien-36-ol [EB-HH][58] en el cual se ob

servó perdida de tritio al ser reaislado de la planta.
En años más recientes H.Gill y col. [65] estudiaron la

incorporación a withanólidos de varios trazadores isotópicamente

marcados en Nicandra physaloídes. Los resultados obtenidos con

Eh-metilencolesterol [EB-“H3(31), 24-metilcolesta-5,24-dien

-BB-ol [28-1“C] (3;), 1a lactona [23,88-“HPJ 32 y el diol

[23,28-“HHJ gg se muestran en la tabla 2 e indicarian, según

los autores, que los mismos son precursores de withanólidos en

Nicandr‘a Physa 70ídes.



TABLAE. Incorporaciones de trazadores en Nic l [60]

Precursor IAZ IEZ

a] 0,83 0,056

gg 0,16 0,068

a? 0,17 0,015

29 0,50 0,057

IA%:incorporación absoluta; IE%:incorporación específica.

Finalmente en una experiencia paralela los autores sumi

nistraron mevalonolactona [3'-C“H3] y en base al espectro de

RMNFJHdel withanólido resultante, Nic 1 (Z) concluyen que el

carbono 26 del withanólido se originaria en el C-3‘ de la meva

lonolactona. El espectro RMNPH de Nic l (Z) obtenido en esas

condiciones presentaba señales debidas a los metilos 19 y 21, y al

H-18 C60] provenientes del C-3' de la mevalonolactona (figura 9) y

una señal a 8:4,9 que fue asignada al H-26. Sin embargo el espectro

de RMN-‘Hde Nic-1 descripto en la literatura presentaba dicha

resonancia en 5:5,0 [60] y debe tenerse en cuenta que el HDO(que

suele observarse en los espectros de RMNHH) presenta una señal a

aproximadamente4,9 ppm. En tal caso, los resultados anteriores

implicarian que no se observan en el espectro señales provenientes
de los carbonos 26 ó 27. Considerando cemo se mencionara en la

página 25 que la cadena lateral de un esterol precursor de

withanólidos se rompería con perdida de los carbonos 86 y E7, la

ausencia de la señal en RMNl-‘Hcorrespondiente al metilo 27 (el

cual proviene del C-B' de mevalonolactona) C64] no haría sino

confirmar dichos resultados.
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D C OH

MVA 37a 7

Figura 9. Experiencias de H. Gill y col [65].

En este trabajo de tesis se persiguieron dos objetivos principa

les. Por un lado comprobar 1a intervención de 24-meti1encolesterol

comoprecursor de withanólidos en Acnistus brevíflorus y mediante

experimentos de doble marcación con este trazador isotópicamente

marcado con “H y 1“C determinar si la cadena lateral del mismo
hasta C-24 se conservaba en su camino a withanólidos. Para llevar a

cabo este estudio se requería sintetizar al mencionadoesterol

marcado con 1“C en C-Bq y con "H en alguna posición del núcleo

esteroidal no modificable en su conversión a withanólidos.

Un segundo objetivo fue el aislamiento y elucidación estructu

ral de withanólidos de tres especies del género Jaborosa dado que

el aporte de nuevas estructuras permite en muchoscasos la postula

ción de rutas biosinteticas que involuCran a esos compuestos como

posibles intermediarios [56,12]. Por otra parte estos estudios
contribuyen a la taxonomía del género.



CAPITULO II

NITHANÜLIDÜS DE JABOROSA BERGII, JABOROSA

LEUCOTRICHA Y JABOROSA ODONELLIANA.



METODOS DE AISLAMIENTO Y PURIFICACIDN DE WITHANÜLIDÜS

Generalidades

Si bien el aislamiento de withanólidos suele llevarse a cabo a

partir del extracto metanólico o etanólico de las hojas secadas al

aire [3,óó,33] en muchoscasos este tratamiento da lugar a la

formación de artefactos (por ejemplo: 12-metoxitrechonólido A

(&¿)) que complican la posterior separación. Esto puede evitarse

realizando las extracciones de la planta fresca con éter etílico en
frío [7] o bien con metano] frio.

Los withanólidos aislados se han separado tradicionalmente por

cromatografía en columna de silicagel [3,66] o alúmína [33] seguida

de purificaciones por cromatografía en capa delgada preparativa o
por cristalizaciones sucesivas de las mezclas [8]. Másreciente

mente, se ha utilizado la cromatografía líquida de alta resolución

(CLAR)en la separación de withanólidos. Gustafson y col. [67]
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utilizaron este metodo para separar Withaferina A (g) de varios

derivados químicos y microbianos de la misma obteniendo los mejores

resultados con columnas de pPorasil (30x0,4 cm de diametro inter

no), mezclas de acetato de etilo y hexano comosolventes de elución

y un detector de índice de refracción. Kirson y col [68] separaron

por CLARvarios withanólidos que diferian entre si principalmente

por el número y posición de sustituyentes hidroxilo en columnas de

Porasil A utilizando mezclas de hexano e isopropanol como eluyen

tes. Utilizaron un detector ultravioleta pudiendo alcanzar una

sansibilidad 1000 veces mayor que la lograda por Gustafson, lle

gando a detectar 5 ngr de withanólido. Sin embargo los tiempos de

retención eran largos y ocasionaban picos anchos y asimétricos. El

desarrollo de nuevas fases cromatograficas amplió el campode apli

cación del metodo y su utilidad; así la separación de componentes

de Physalis peruviana y Nícandra physaloídes (c) Gaerth var.

albiFlora [69] se logró en una columna de Lichrosorb Si-lOO (5

pm) utilizando comoeluyentes mezclas de isopropanol, diclorometano

y acetonitrilo. Años más tarde A. Veleiro y G. Burton realizaron

separaciones de mezclas de withanólidos provenientes de Acnístus
brevirlorus utilizando columnas Lichrosorb Si-lOO (lO pm) y

acetato de etilo:hexano:isopropanol comoeluyente. Se empleó un

detector ultravioleta operando a 260 nm, longitud de onda en la

cual los withanólidos presentaban la mayor absorbancia sin inter

ferencia del solvente. Este sistema permitió realizar analisis cuan

titativos de estos compuestos utilizando el métododel standard

externo [70]. Estos autOres también realizaron con éxito las prime
ras separaciones de withanólidos por CLARen fase reversa [71]
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eluyendo con metanol:agua (65:35). Se utilizaron columnas rellenas

con fase R-Sil IB HL 10 pm, 1a cual contiene un alto porcentaje de

grupos ODS(detector UVa 225 nm), en escala analítica y prepara

tiva la cual fue aplicada al aislamiento de withanólidos a partir

de extractos parcialmente purificados. Esto último se utilizó en
este trabajo de tesis para el aislamiento de withanólidos isotópi

camente marcados en las experiencias de biosintesis.



38

AISLAMIENTO Y ELUCIDACIÜN ESTRUCTURAL DE NITHANOLIDOS DE JABOROSA

BERGII

La especie Jaborosa bergíi es una hierba anual o bienal que

ocupa una extensa área a lo largo de la Provincia del Monte, habi

tando preferentemente en suelos arenosos C24]. En este trabajo de

tesis se estudiaron los withanólidos presentes en las hojas de plan
tas recolectadas en Liborio Luna, departamento de general Pederne

ra, provincia de San Luis.

Las hojas secas y pulverizadas se extrajeron con éter etílico a

temperatura ambiente y el extracto así obtenido se sometió al esque

ma separatívo de la figura lO.

Por cromatografía "flash" de la fracción 8 eluyendo con diclo

rometanozmetanol (14:0.5) se obtuvieron dos compuestos principales,

los cuales no pudieron separarse por ccd o CLARen fase reversa. A

estos compuestosse los asignaron las estructuras correspondientes

ÉOH

O



EXTRACTO

CF

hexanozbenceno (99:1 a 1:99)

bencenozcloroformo (99:1 a 1:99)

í
ceras y pigmentos

poco polares cloroformozmetanol

(99:1 a 19:1)

l52 ¡”3 F4

CFa CFa CFb

CLAR

J.‘
LIs QÉ+QQ

CF: "cromatografía flash”. Silícagel H o Merck 9385 eluída bajo

presión de nitrogeno. a: diclorometanozmetanol (1Q:0.5); b: acetato
de etílo:hexano (9:1).

CLAR:Altex Ultrasphere ÜDS(250x10), eluyente: metanol:agua

(70:30), flujo: 3 ml/min, detector de índice de refracción.

Figura 10. Separación de withanólidos de un extracto etéreo de

Jaborosa bergíí.
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a1 epoxilactol gg (a1 que se denominó jaborosalactol M) y su

dehidroderivado gg, según 1a información espectroscópica y

química que se detalla a continuación.

El espectro de RMNl'H de la mezcla de gg+gg (figura 11a)

indicaba que esta consistía de un l-oxo-SB,óB-epoxiwithanólido

(gg) y su 2,3 dehidroderivado (gg) en relación 2:1 (tabla 5

pág. 45). E1 espectro de RMN'“C de 1a mezcla confirmó dicha

presunción y permitió la asignación de las resonancias individuales

correspondientes a gg y g; (tabla ó pag. 46).

Por hidrogenación de la mezcla utilizando paladiomcarbón 10%

como catalizador se obtuvo como unico producto gg, cuyo espectro

de RMN¿H (tabla 5) (figura llb) presentaba un doblete a 9,99 ppm

(J=11Hz) el cual se asignó a1 H-2ó de una cadena lateral de tipo

epoxilactol. E1 acoplamiento observado para esta señal desaparecia

por intercambio con agua deuterada, junto con el doblete a 5 3,56

(J=ll> el cual correspondía al grupo hidroxilo del lactol. Los

grupos metilo de 0-24 y C-25 resonaban a 5 1,40 y 1,91 de acuerdo

con un estructura de epoxilactol del tipo de la presente en Nic-2

(gg) [60]. El H-22 se observó como un doble triplete a 5 Q,04 y

el H-21 como un doblete a 0,97 ppm indicando 1a ausencia de un gru

po hidroxilo en carbono 20. El singulete del metilo 19 a 1,21 ppm y

el doblete del H-ó a 5 3,22 correspondía a un l-oxo-SB,óB-epoxi

withanólido. El singulete del metilo 18 a 8 1,10 indicó la presen

cia de grupos hidroxilo en los carbonos 17 y/o 14 [72].

El espectro de RMN1”C de _g (tabla ó) y la fase relativa

de las señales en el espectro APT[73] (fig. 12) presentó concordan

c1a con los datos anteriores; la configuración a para el hidroxilo
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Figura 11. Espectro RMN1H a 100 MHZen deutorocloroformo de a)

gg+gg y b) del producto de hídrogenacíón gg.
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de C-Eó y el epóxido 24,25 de gg (y gg) quedó determinada por

comparación de las señales de los carbonos 28 a 28 con las

correspondientes en Nic-8 (gg) [74]. La presencia de grupos

hidroxilo terciarios en 8-14 y C-17 se evidenció por las señales a

5 87,5 y 88,5 respectivamente. El alto valor de desplazamiento

químico encontrado para estos carbonos sugirió que probablemente

ambos grupos hidroxilo se encontraban orientados hacia el mismo

lado del esqueleto esteroidal [74,75]. La comparación de los valo

res de desplazamiento químico para los carbonos del anillo D y para

los carbonos 18, 20 y El con los de withanólidos relacionados que

tuvieran configuraciones 14a,176 C78], 14a,17a y 148,170 C75] no

resultó satisfactoria. Esto sugirió una posible orientación 148,
178 para los grupos hidroxilo terciarios de la cual no existían

antecedentes en la literatura. Los desplazamientos químicos indu—

cidos por piridina y observados en el espectro de RMN'H para los

hidrógenos de C-18 y C-El (tabla 5 pag. 45) fueron significativos;
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150 100 50 0

Figura 12. Espectro de RMN13€ de gg (APT: determinación de

1H vecinos).

Figura 13. Espectro de RMN“H a 100 MHzen deuterocloroformo de

la lactona gg.
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el desplazamiento de 0,24 a campos bajos de 1a señal correspon

diente a H-lB indicó que por lo menos uno de los grupos hidroxílo

terciarios (ya sea el de C-14 o el de C-17) debía estar orientado

en B [72,76]. La prueba final de la postulada configuración 145,

178 se obtuvo de la siguiente manera. El lactol í; se oxidó con

reactivo de Jones a la correspondiente epoxilactona g; [77],

cuyos espectros de RMN’H y l3C (tablas 5 y ó pág. 45 y 46)

estaban muy relacionados con los de gg. El espectro de RMN‘H

(figura 13) mostró 1a desaparición de 1a señal correspondiente al

H-Eó y la señal del H-EE se desplazó a campos más bajos a 5 4,92.

En el espectro de RMNIDC se observó el carbono 26 a 6 170,0

mientras que el C-EE sufrió un desplazamiento a 74,8 ppm. Por tra

tamiento de la lactona g; con cloruro de tionilo en piridina a

-12 °C durante dos minutos se obtuvo el sulfito cíclico gg.

Considerando que los desplazamientos químicos inducidos por piri
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dina habían establecido que por lo menos uno de los grupos

hidroxilo presentes en leq y C-17 debía estar orientado en B, 1a

formación del ester cíclico gg indicó que ambosgrupos tenían

dicha orientación. E1 espectro de RMN1H de gg presentaba al

H—18desplazado 0,88 ppm a campos más bajos que en la lactona 3:

Esto puede ser explicado considerando que los hídrógenos del grupo'

metilo se encuentran ubicados en la zona de desproteccíón del doble

enlace azufre-oxigeno. No se observó desproteccíón alguna de los

hldrógenos del metilo 18 del sulfito cíclico de un 14a,17a—díhí—

droxíesteroíde descripto en 1a literatura [78]. En la figura 14 se

muestra 1a conformación de minima energía obtenida mediante el

Figura 14. Conformación de minima energía del sulfito cíclico gg.
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programa PCMODEL(al cual se hará referencia en mayor detalle en la

pagina 54) del sulfito cíclico ¿Q en 1a cual se visualiza que el

metilo 18 se encuentra en la zona de desprotección del grupo 8:0.

Esto último se comprobócalculando las desviaciones de los hí

drógenos del metilo 18 con respecto a1 plano definido por los ato

mos S(3ó), Ü<37), y los pares electrónicos 90 y 91. En la tabla 3

se muestran los valores calculados. Puede observarse que el H (57)

se encuentra sólo a 0,3 A bajo dicho plano.

Se realizó también el espectro ED-COSY-45de gg. En la figura

15 se representa una zona del mismo entre 4,1 y 0,8 ppm pudiendo

TABLA3. Desviaciones del plano medio definido por los "átomos" 36,

37, 90 y 91.

Atomo Desviación (Á)

37 -0,00155

90 +0,00065

91 +0,00063

36 +0,00086

33 -0,66843

34 —0,ó7906

1Q -E,07933

17 -2,06982

18 -1,35920

57 -O,29459

58 -1,34986

59 -1,65240
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asignarse en base a el los desplazamientos químicos de todos los
hidrógenos del esteroide (tabla 4).

La fracción menos polar que contenía withanólidos (F1, fig. 10)

se sometió a un segundo fraccionamiento por cromatografía "flash"

TABLA4. Desplazamientos quimicos de los protones de gg.

H 6 (ppm) H 8 (ppm)

2 2,53 128 1,46

2' 2,42 15 1,62-1,90

3 1,73 ló l,óE-1,9O

3' 1,94 18 1,10

4a 1,31 19 1,21

4B 2,10 2o 1,86

ó 3,22 21 0,97

7a 1,51 22 4,04

7B 2,38 23a 2,13

8 1,61 238 1,71

9 1,38 26 4,99

11a 1,21 27 (1,41)

118 1,43 28 (1,40)

12a 1,3

Los desplazamientos químicos en ppmmedidos en deuterocloroformo.

Los valores entre paréntesis pueden ser intercambiados.
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Figura 15. Espectro COSY-QS'H LHde fig_(zona comprendida

entre 0,8 y 4,1 ppm).
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eluyendo con diclorometanozmetanol (14:0.5). La fracción principal

se purífícó por CLARen fase reversa eluyendo con metanol:agua

(70:30), obteniéndose una mezcla de dos withanólidos, los cuales no

pudieron ser separados. E1 cromatograma correspondiente se repre

senta en la figura 16.

Í I I I I

t (min) o a 8 12 16

Figura 16. Separación por CLARde la fracción que contenía a

g;+&z. Columna: Altex Ultrasphere ODS(250x10),

eluyente: metanol:agua (70:30), flujo: 3 ml/min,

detector: indice de refracción, gg+gz Tr:7,8 mín.
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Por análisis del espectro de RMN‘H de la mezcla se pudo

comprobar que esta estaba compuesta por la lactona gg (denominada

jaborosalactona M) y su dehidroderivado iz (tabla 5).

Por hidrogenación de la mezcla con paladio-carbón 10%en etanol

se obtuvo la lactona í: pura, idéntica (RMN1H y l"='-'C)a la

obtenida por oxidación con reactivo de Jones del lactol gg.

Por último por cromatografía “flash” de la fracción 3 (F3,

figura 10) eluyendo con acetato de etilozhexano (9:1) se obtuvieron

dos withanólidos. El mas polar, al cual se denominó jaborosalactol

N, fue caracterizado comoel 1-oxo-2,4-dien withanólido gg en

base a los datos espectroscópicos que se discuten a continuación.

El menos polar, indicado en la figura 10 como F3' se encuentra en

estudio pero aún no ha sido totalmente caracterizado.

O
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TABLA5. Desplazamientos químicos de los protones relevantes de los

compuestos 32758

H 4g 43 í; 46 47 48

2 6,10 dd 6,10 dd 6,01 dd
J 10' 4 3:10; 4 J=9,5; 1

3 6,85 m 6,85 m 6,92 dd
J=9,5; 6

4 6,14 dd
J=6; 1

6 3,22 d 3,22 d 3,23 d 3,21 d 3,23 d 4,62 sa
J=3 J=3 J=3 J=3 J=3

18 1,11 s 1,10 s 1,12 s 1,40 s 1,14 s 1,18 s
[1,34] [1,34] [1,33]

19 1,26 s 1,21 s 1,23 s 1,23 s 1,27 s 1,49 s

21 0,97 d 0,97 d 1,01 d 1,05 d 1,01 d 0,96 d
[1,39] [1,39] [1,19] J=7 J=7 J=7
J=7 J=7 J=7

22 4,04 dt 4,04 dt 4,92 dt 4,98 m 4,92 dt 4,07 ddd
[4,88] [4,84] [5,22] [5,22] J=11; 8; 4

J=12; 4 J=12; 4 J=12; 4 J=12; 4

26 4,99 d 4,99 d 5,00 d
[5,52] [5,48] J=11
J=11 J=11

27 (1,41) s (1,41) s 1,57 s 1,55 s 1,57 s (1,42) s

ea (1,40) s (1,40) s 1,48 s 1,49 s 1,48 s (1,40) s

26-8H 3,56 d 3,56 d 3,65 d
J=11 J=11 J=11

Desplazamientos quimicos en ppmmedidos en deuterocloroformo; los

datos entre corchetes corresponden a soluciones en piridína-dm.
Los valores entre paréntesis pueden ser intercambiados.



TABLA6. Desplazamientos químicos de 130 de los compuestos

gara; y gg en deuterocloroformo.

Carbono í; 43 45 gg
203,3 212,4 212,2 191,7
128,8 (30,7) 30,8 126,3

3 144,5 (30,5) 30,8 140,0
4 32,9 35,9 36,0 118,3
5 61,5 65,3 65,3 148,1
6 64,0 61,7 61,6 73,4
7 25,6 26,0 25,9 29,7
8 35,2 34,7 40,0 34,9
9 40,3 38,6 38,7 44,8

10 48,2 51,8 51,7 53,2
11 18,9 18,9 19,0 19,0
12 21,4 21,6 21,4 21,1
13 50,6 50,6 50,3 51,0
14 87,4 87,5 87,4 87,5
15 (31,6) (31,6) (31,6) (30,2)
16 36,0 36,3 37,1 35,7
17 88,6 88,5 88,4 88,8
18 14,4 14,4 14,6 14,4
19 14,1 14,1 14,3 20,2
20 41,8 41,7 41,5 41,5
21 9,8 9,8 9,0 9,9
22 64,0 64,0 74,8 64,4
23 (31,9) (31,9) (30,0) (32,5)
24 (63,9) (63,7) 61,2 (63,6)
25 (63,2) (63,5) 63,0 (63,4)
26 91,5 91,4 170,0 91,6
27 16,5 16,5 13,6 16,6
28 18,8 18,9 17,8 18,9,

Los valores entre paréntesis pueden ser intercambiados.
Asignaciones por técnica APT.
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El espectro de RMNlH de gg (tabla 5) (figura 17) presentó

señales entre 8 6,01 y 6,92 y a 8 4,62 las cuales correspondían a

un l-oxo-E,4-dien-óB-hidroxiwithanólido [25,86]. Las señales de los

hidrógenos de C-IB y de la cadena lateral eran muycercanas a las

de gg indicando la presencia de una cadena lateral de tipo

epoxilactol y grupos hidroxilo en las posiciones 146 y 176. El

espectro de RMN“QCpresentaba también una total semejanza con

los de gg y g; para los carbonos del anillo D y la cadena

lateral. Las cuatro resonancias a 6 126,3, 140,0, 118,3 y 148,1 se

asignaron a los carbonos olefínicos 2, 3, 4 y 5 respectivamente; el

C-l apareció a 6 191,7 y el C-ó a 73,4. Resulta interesante

destacar que el único otro withanólido descripto que presentaba el

patrón de sustitución de gg en los anillos A/Bera jaborosa

lactona B (¿25), 1a cual había sido aislada a partir de Jaborosa

íntegrífolía [25,26].

Espectros de masa de los withanólidos aislados

La fragmentación del esqueleto carbonado puede ser considerada

en dos partes: a) la del anillo D y la cadena lateral por un lado y

b) la del anillo B y en menor medida el anillo C por el otro. En

las figuras 18 y 19 se esquematizan estas rupturas para el

jaborosalactol M(3;).

Dentro del primer grupo la ruptura mas importante es la perdida

del anillo E dando lugar, por ejemplo en jaborosalactol M (gg) al

ión de m/z 143 (fig. 18). Este fragmento común a todos los lactoles

pierde una molécula de HHOpara dar el ión de m/z 185 el cual por

perdida de oxígeno genera el ión de m/z 109 (pico base) (fig.19).
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Resulta también importante e] ión de m/z 187 generado por perdida

de oxígeno a partir del 193; el mismo puede perder HHOgenerando

el ión a m/z 109 [79]. La perdida de la cadena lateral favorecida

por la presencia del hidroxilo en la posición 17 ocurre con trans

ferencia de H para dar el ión a m/z 318, la ruptura complementaria

da origen al fragmento a m/z 171 (CBC-C28)el cual puede sufrir

pérdidas de HHOy oxígeno para dar los iones a m/z 153, las y

137. La fragmentación del anillo D a través de los enlaces

(CIB-C17) y (C14-C15) ocurre con transferencia de hidrógeno para

dar el ión a m/z 227.

La fisión del anillo B puede ser considerada como promovida por

un reordenamiento de McLafferty [26]. Producido este reorde

namiento caben luego dos posibilidades: a) la ruptura del enlace

Có-C7con transferencia de hidrógeno para dar el ión a, el cual

puede reordenarse y b) la fisión del enlace C7-CBcon reordena

miento del epóxido para dar el ión Q, el que puede ulteriormente

perder acetileno para dar el ión g. La ruptura del anillo C a

traves de los enlaces C11_C12y CB-Clq para dar los iones a m/z 192

y 298 resulta de menor importancia.

Para el jaborosalactol N (gg) se podría plantear que la

fragmentación del anillo B ocurriría por fisión del enlace Có-C7

luego de un reordenamiento de McLafferty como el descripto para

los 58,68-epoxiwithanólidos (figura EO). Sin embargo con los datos

obtenidos hasta el presente no resulta posible asegurar esto último
ni racionalizar los restantes fragmentos presentes en el espectro.



m/z
a=l40
b=153
c=127
d=192
e=298
f=227

g=318
h=171
i=l43

Figura 18. Principales fragmentos en el espectro de masa a 70 eV
de jaborosalactol M.
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m/z 172 _ \ /
H20 -O

125

Figura 19. Fragmentación característica de la cadena lateral de

los epoxilactoles.

OH

6”7

OH
+

m/z 137

Figura 20. Ruptura postulada para el anillo B de jaborosalactol N.
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Comportamiento cromatográfico de los withanólidos aislados en CLAR

analítica y en capa delgada en fase reversa
Según se describe en la parte general de este capítulo resulta

conveniente desarrollar metodoseficientes y sencillos para el

aislamiento de los withanólidos presentes en una planta a partir de

extractos parcialmente purificados. Los mismosson necesarios por

ejemplo para llevar a cabo experiencias de biosintesis.

Con este objetivo se estudió el comportamiento por CLARde

mezclas de los withanólidos mayoritarios aislados de Jaborosa

bergíi. Si bien en una primera etapa las separaciones en fase

reversa (C-lB) se llevaron a cabo con mezclas de metanolzagua, este

sistema no permitió un analisis directo de los extractos. Se

ensayaron entonces otros sistemas de solventes utilizando croma

tografía en capa delgada Rp-18 con mezclas acetona:agua, aceto

nitrilozagua, tetrahidrofurano:agua y acetonitrilo:tetrahidro
furanozagua. Debido al elevado porcentaje de agua requerido en el

sistema acetonitrilo:agua para lograr una retención adecuada de los

compuestos, el mismono resultó aplicable en CLARpreparativa por

problemas de solubilidad. Dichos problemas no se presentaron al
usar acetona o tetrahidrofurano. El uso de columnas de fase C-B no

mejoró las separaciones. En la tabla 7 se resumen los resultados

obtenidos, pudiéndose apreciar que resultan adecuadas las mezclas

de acetona:agua y tetrahidrofuranozagua (50:50). La primera de

estas mezclas tiene la ventaja de permitir una mejor disolución de
los withanólidos.
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TABLA7. Comportamiento cromatográfico de los withanólidos

mayoritarios aislados de Jaborosa bergíi

¿arte «e F_'
Rf Tr Rf Tr Rf Tr

AcetonazHaÜ 0,60 13,9 0.67 12,1 0,72 11,5

50:50

CHHCNzHHÜ 0,50 7,5* 0,60

50:50

THFszÜ 0,80 7,2 0,82

70-30

THFzHEO 0,4 10,1 0,50 9,0 0,65 8,6

50-50

Columna: Alltech RSil 18 HL (lOp), (10x500 mm), flujo:4 m1/min. *:

Altex ultrasphere (5p), (10x250 mm), flujo: 3 ml/min.

Rf: en Rp-HPTLCAldrich.

Estudios conformacionales sobre los withanólidos aislados

El protón de carbono 22 de withanólidos con esqueleto

esteroidal no modificado sin hidroxilo en posición 20, da lugar a

un doble doble doblete. Sin embargo la forma exacta de la señal

dependerá de la conformación adoptada por la cadena lateral ya que

ésta alteraría el acoplamiento entre los H-20 y 22. La señal
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correspondiente al hidrógeno 22 de los withanólidos aislados de

Jaborosa bergíi presentaba un doble triplete de J=12 Hz y J=4 Hz

para gg, gg, g; y iz, mientras que gg daba lugar a un doble

doble doblete con constantes de acoplamiento de 11, 8 y A Hz. Si se

compara la similitud estructural de g; y gg no resulta evidente

esta diferencia de multiplicidades para el hidrógeno EE salvo que

esta se origine en un efecto de transmisión conformacional por la

diferencia estructural de los anillos A y B. Para tratar de aclarar

esto último se estudiaron mediante calculos computacionales de

mecánica molecular las conformaciones de minima energía. Los

programas utilizados fueron PCMODEL(2.0) Y MMX(SERENASoftware)

basados en los programas de Allinger MMEy MMPE[80].

PCMODELes un programa de modelado molecular interactivo que se

complementa con MMX,el cual incluye cálculos n VESCF. Ambos son

una adaptación para IBMPC del programa MODELde C. Still. Los

rangos de confianza para los valores de energía de los cálculos

efectuados por estos programas pueden estimarse del trabajo
realizado por Freeman [81]. Este autor probó al PCMODELcon las

siguientes estructuras: octano, 3,3-dietilpentano, trans-decalina,
[2.8.8] biciclooctano, adamantano, diamantano, cubano, isopropil

ter-butiléter, 3,3-dimetilua-pentanonay [3.2.1] biciclo
octan-S-ona. Los calores de formación calculados presentaron muy

buena correlación con la literatura (desviación standard 2,55
kcal/mol). La forma silla del tiaciclohexano fue calculada como

5,25 kcal/mol mas estable que la forma bote correspondiente, lo

cual puede compararse con la estimación experimental de 4,02
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kcal/mol. En consecuencia es de esperar que para estructuras mas

complejas como los withanólidos donde incluyendo hidrógenos y pares

electrónicos se alcanza a BO—9O“átomos”, el error en el cálculo de

energías sea de 1,5-8 kcal/mol, lo cual no permite realizar

analisis de poblaciones de confórmeros en equilibrio. Los errores

pueden ser algo mayores en estructuras con anillos epóxido, ya que

el juego de constantes no incluye algunas de las constantes de

flexión y torsión que involucran a carbonos en anillos de 3
miembros.

De los 9 rotámeros posibles producidos por rotación de la

cadena lateral alrededor de los enlaces C17-C20 y CEO-CEEpara gg

y gg, 3 fueron descartados ya que presentaban interacciones de

gran energía entre el anillo lactólico y el esqueleto esteroidal.
De esta forma el análisis se circunscribió a ó rotameros (figura

El). Cada uno de ellos fue minimizado y los valores de energía

hallados, así como las constantes de acoplamiento del H-EEcon

H-EO, H-EBa y H-EBBcalculadas mediante la ecuación de Altona C82],

se muestran en las tablas B y 9. Dichos valores no permiten una

explicación satisfactoria del fenómenoconformacional en estudio,

por cuanto la mayoría de las conformaciones de cada compuesto se

encuentra en un rango estrecho de valores de energia, no siendo

posible una predicción acertada de la proporción de rotameros en el

equilibrio, si bien los valores indicarían que los compuestosgg

y gg presentan una distribución similar de confórmeros. La tabla

B predice al rotámero a3 como el de menor energia para los com

puestos gg y gg lo cual esta de acuerdo con el Jaümamob

servado para el acoplamiento entre el H-EOy el H-EE del primero
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017 017 017

H C22
H3C H C22 CH3

C13 C16 C13 C16 C13 C16

CH3 C22 H

a b c

H20 H20 H20

H22 C23 02 H22 C23 022

H3 C17 H3C C17 H3C C17

022 C23 H22

1 2 3

Figura El. Proyecciones de Newmande los ó rotámeros considerados y

conformación de mínima energia (a3) obtenida para gg.
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TABLAB. Conformación del anillo D y energías relativas (kcal/mol)

de gg y gg obtenidas mediante el programa MMX.

9Q ¿»3

Conf Energía Conf.aníllo D Energía Conf. anillo D

a1 5,38 ssd 13a-17B 5,56 s 13a

aa 3,53 55d 13a-17B 3,61 s 13d

83 O 55d 13a-17B O s 13a

c1 1,19 s 13a 1,09 s 13a

c2 2,04 s 13a 2,04 s 13a

c3 3,07 s 13a 3,2 s 13a

5: sobre ssd: semísílla distorsionada

TABLA9. Constantes de acoplamiento del H-EE de gg y _g

calculadas según 1a ecuación de Altona y observadas (obs) (Hz).

¿fi "_3_

Conf J 5:20 .. ¡aaa J w? _ amm. J “,5, h ;_\_:'. J mr. , J 1791-12, 14:36. J::.-!:-",. :.:

a1 -0,54 4,22 11,31 0,25 4,80 10,91

a2 4,55 4,67 11,11 4,31 4,70 11,06

a3 10,70 5,02 10,93 10,61 5,11 10,86

Cl 1,02 4,69 10,95 1,61 4,57 11,06

c2 3,82 4,52 11,22 3,56 4,86 11,02

c3 10,60 5,10 10,89 10,66 5,30 10,74

obs. 8,0 4,0 11,0 4,0 4,0 12,0



pero no del segundo.

En el caso del compuesto gg, el 330,28 observado (GHz)

permitiría suponer o bien que los distintos rotámeros poseen

energias muysemejantes, ya que dicho valor es un promedio de los J

calculados para cada uno de ellos, o que los rotameros ag y cm

serian energéticamente más favorables.

El presente analisis permite visualizar que existe una cierta

distorsión del anillo D al pasar de un compuesto a otro (tabla 8).

La mismase manifiesta también en las diferencias de desplazamiento

quimico de los carbonos 15 y 16 de g; y gg (ver tabla ó, pag.

46). Esta distorsión, quizá leve, influye sobre una zona de la

molécula con libre rotación comoes la cadena lateral. Es de espe

rar que dicha zona sea mas sensible a los cambios conformacionales

que pueden alterar las interacciones de tipo Van der Naals entre

átomos de la cadena lateral e hidrógenos de los carbonos 12, ló y

18 respectivamente ya que, bastan diferencias de energías menores a

1 Kcal/mol para que las proporciones de los distintos rotámeros se

modifiquen en forma pronunciada. Otro factor a tener en cuenta para

explicar esta diferencia observada es analizar 1a interacción entre

el anillo C y el D. De alli se desprende que al pasar de gg a

gg se evitan interacciones de alta energía desviando la posición

de los carbonos 15 y ió y tendiendo a una semísilla distorsionada

13a,17B.
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AISLAMIENTO Y ELUCIDACIDN ESTRUCTURAL DE HITHANDLIDOS DE JABOROSA

LEUCOTRICHA

Jaborosa leucotrícna es una especie psamófila del monte que,

desde el litoral oceánico en Chubut llega a algo mas de 8000 m.s.m.

en el oeste de Mendoza, San Juan, La Rioja, norte de Catamarca,

Tucumány Salta [24]. En un estudio previo del extracto metanólico

de hojas de esta especie proveniente de Mendozase aisló un

withanólido al cual se denominó jaborosalactona L (gg) cuya

estructura se representa en la página 12 del capítulo 1 [30]. En

este trabajo de tesis se continuó el estudio de los withanólidos

presentes en las hojas de plantas de esta especie y se comenzóel

estudio de los frutos. Las plantas estudiadas fueron recolectadas

en “El Carrizal", provincia de Mendoza. La parte aérea seca y

pulverizada de la planta se sometió al esquema separativo de la

figura 22. De la fracción soluble en hexano se aisló en forma

mayoritaria ácido oleanólico (32) que se identificó por
comparación por CGLnEMcon una muestra auténtica del mismo. La

fracción soluble en eter contenía principalmente hidrocarburos

COOH

HO
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Parte aerea seca

hexano (frío)

residuo principalmente
ácido oleanólico

éter etílico (frio)

l
hidrocarburos residuo

y posibles withanólidos etanol (frío)

CH residuo

hexano-acetona

(10021 a 1:100)

CH: cromatografía en columna de sílicagel H.

Figura 22. Separación de los withanólidos presentes en Jaborosa
ÏGUCOCI"ícna.
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y al ser analizada por ccd en sílicagel presentaba manchas que

revelaban comoposibles withanólidos. Su analisis detallado será

objeto de estudios posteriores. La solución etanólica se evaporó a

sequedad y el residuo se sometió a una cromatografía en columna de

silicagel H, eluyendo con mezclas de hexano-acetona de polaridad

creciente. De las fracciones eluídas se analizaron primeramente

dos, las cuales revelaban la presencia de un componente mayo

ritario. A partir de la fracción menospolar se aisló jaboro

salactona L (gg) la cual fue identificada por comparación de sus

espectros de RMN1Hy 13€ con los descriptos en la literatura

[30]. De la segunda fracción se obtuvo un withanólido no descripto

anteriormente al cual se denominó jaborosalactona 0 y al que se le

asignó la estructura 5Qde acuerdo a la siguiente evidencia
experimental.

El espectro de RMNIH (tabla lO) (figura 23) de 5Q no
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Figura83.EapectrodeRMN"Ha100MHzendeuterocloroformodejaborosalactonaO.
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TABLA10. Desplazamientos quimicos de los protones

gg en deuterocloroformo.

H 5 (ppm) Mult,

6 3,12 sa

18 0,81 s

19A 3,94 dd 11;

19B 4,22 d 11

TABLA ll.

Cloroformo.

C 6 (ppm) C

1 210,7 8

2 31,4“ 9

3 31,1” 10

4 35,6 11

5 64,1 12

6 59,3 13

7 21,5 14

a,b,c: intercambiables.

J(Hz)

1,5

Desplazamientos quimicos de

6 (ppm)

30,6

42,4“

55,9

18,0

31,9m

48,1

50,3

21

22

27

28

20

El

8 (ppm)

.1.:FIC de 5_o- en

6 (ppm)

23,5

42,6"

63

relevantes de

Mult, J(Hz)

ddd 1o; 6,5; 3

sa

sa

deutero

C 5 (ppm)

22 78,5

23 32,7“

24 150,0

25 121,3

26 166,7

27 12,3

23 20,4
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mostró protones olefínicos indicando una estructura de tipo

2,3-dihidrowithanólido. La presencia de un epóxido 58,68 fue

inferida a partir de 1a señal ancha a 3,12 ppmcorrespondiente al

H-ó, sugiriendo un l-nxo-SB,óB-epoxiwithanólido. En relación a la

cadena lateral esta resultaba semejante a la de jaborosalactona L

(gg); la presencia de dos singuletes a 5 1,87 y 1,92 eran consis

tentes con los metilos 87 y 28 de una 22,26-lactona a,B-insaturada

y se observaba un doble doble doblete (J=ó,5, 3 y 10 Hz) a 4,58 ppm

correspondiente al H-EE. La multiplicidad de esta última señal y el

doblete presente a 1,00, el cual se asignó al H-21, confirmó la

ausencia de un grupo hidroxilo en C-EO. La señal para el metilo 18

a 0,81 ppmrevelaba la presencia de un grupo hidroxilo a en el

carbono 17. Por último, la ausencia de un singulete correspondiente

al H-19 en la región de 0,8 a 1,4 ppm y la existencia de un cuarte

to ABa 3,94-4,22 ppmsugirió la presencia de un grupo hidroxilo en

C-19. Aunquese conocen lactonas esteroidales 19-hidroxiladas en

las familias de los cardenólidos y bufadienólidos, este seria el
primer withanólido natural 19-hidroxilado. La confirmación final de

la estructura se obtuvo a partir del espectro de RMN¿“C (tabla

ll) y la fase relativa de las señales en el espectro APTel cual

mostró la presencia de sólo 4 grupos metilo que coincidían con los

C-lB, 21, E7 y EB de jaborosalactona L (gg). La señal a 68,7 ppm

se asignó al C-19. La estereoquimica del C-l7 pudo inferirse de los

desplazamientos químicos del C-Bl (9,5 ppm) y del 0-18 (1h,7 ppm) y

por comparación con el espectro de jaborosalactona L.

Se estudió la conformación de la cadena lateral de 5Qutili
zando el programa PCMODEL,igual que en el caso de los withanólidos
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de Jaborosa bergií, con respecto a la rotación alrededor de los

enlaces C17-CEOy CEOrCEE.Los resultados se representan en la tabla

12. pe los 9 rotameros posibles de la cadena lateral alrededor de
los enlaces mencionados, ó fueron descartados ya que resultaban con

siderablemente mas energéticos que los que se detallan en la tabla

12. De acuerdo a los valores de constantes de acoplamiento experi

mentales se podría predecir, por ejemplo, una contribución al

equilibrio conformacional de los rotámeros al, a8 y a3 de 10, 30 y

60%respectivamente. En la figura 24 se muestran las conformaciones

de energía mínima encontradas para 50.

TABLA12. Energías relativas (kcal/mol) y constantes de acoplamiento

del H-EEcalculadas según la ecuación de Altona (Hz).

Angulo AÜQU 10 Emma Jano . ¡21:3 Jaen. ,.¡am-:- Ja-vs! ,.Hair-1

HBO-HEE 017-C21

Rotam. al 70,61 66,45 0,31 0,84 4,41 11,30

Rotam. a2 —63,58 67,82 1,23 1,56 1,68 11,54

Rotám. a3 -169,20 71,40 0,00 10,31 4,92 10,98
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Espectro de masa de jaborosalactona 0 (gg)

El espectro de masa de impacto electrónico a 70 ev de gg no

presentó ión molecular pero mostró en forma análoga a jaborosa

lactona L el ión de m/z 457 (M*-metilo). Con respecto a la cadena

lateral se encontraron las fragmentaciones descriptas para gg: la

perdida del anillo E para dar el ión a m/z 125 (pico base); la

ruptura del enlace C17-C20, promovida por el hídroxílo en carbono

17, para dar el ión a m/z 153 y la ruptura del anillo D a traves de

los enlaces CIB-C17 y CIS-C16 para dar el ión a m/z 197. Las

restantes fragmentaciones presentes en el espectro no pudieron ser

racionalizados con los datos disponibles. En la figura 25 se

representan las fragmentaciones mencionadas.

Figura 25. Fragmentaciones caracteristicas a 70 ev de jaborosa

lactona Ü (EQ).
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AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE HITHANDLIDOS DE JABOROSA

ODONELLIANA

Jaborosa odonellíana es una especie perenne con un fuerte

sistema subterráneo que crece principalmente en zonas húmedas. Las

plantas estudiadas en este trabajo se recolectaron en "E1 Jardin“,

estancia "La Asunción", departamento La Candelaria, província de

Salta, no existiendo estudios anteriores de los withanólidos pre
sentes en esta especie.

Las plantas enteras secas y pulverizadas se extrajeron con éter

etílico y el material insoluble se extrajo posteriormente con
etanol en frío. El residuo obtenido por evaporación del extracto

etereo se particionó entre hexano, metanol y agua. La fase acuosa

se concentró y se extrajo con éter. A1 concentrar 1a solución

etérea cristalizó una sustancia que resultó ser un nuevo witha

nólido, el cual fue caracterizado por métodos químicos, espec

troscópicos y estudios de difracción de Rayos X. Al mismo se lo

denominó jaborosalactona P (EL).

El extracto etanólíco se decoloró con carbón activado y se

concentró a sequedad. El residuo se cromatografió en una columna de

silicagel y se obtuvo por elución con cloroformo una fracción cons

tituida por el mismowithanólido cristalizado a partir de la solu
ción etérea.

El espectro RMN1“ del compuesto aislado 5L (figura 86,

tabla 13) presentó dos protones olefínicos a 6 6,74 y 8 5,83

típicos de un sistema E-en-l-ona en el anillo A, además de un

doblete ancho a 8 5,59 asignado al H-ó el cual indicaba la presen
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51. R=H

gg: R=Ac

gg: R=H, 1,2-dihidro

cia de un doble enlace adicional en la posición 5,6. El doble

doblete a 8 4,22 se asignó a un metino con grupo hidroxilo (“-22)

ya que por tratamiento con DHÜdesaparecía su acoplamiento de

menor constante (3,5 Hz) Junto con un doblete ancho a 6 3,42

correspondiente al hidroxilo acoplado con el (hidroxilo 22).

Por acetilación de j¿ con anhídrido acético-piridina se obtuvo
gg observándose que la resonancia a h,22 ppm se transformó en un

doblete (Jeü_mfl=l2,5 Hz) desplazándose a 6 5,75. Por otro lado

permanecían dos señales intercambiables con DEOlo cual indicaba

que se trataba de dos grupos hidroxilo terciarios (tabla 13).

Las dos señales de metilos a 6 1,91 y 2,27 (CH3-27 y

CHmn2B)indicaban que estos pertenecían a un anillo X-lactónico

a,B-insaturado, similar al descripto para el trechonólido A (gg)

[20a] mencionado en la página 4. El doblete a 6 1,21 asignado al

metilo 21 confirmó la ausencia de un grupo hidroxilo en C-20. El

singulete a 8 1,20 se asignó a1 metilo 19 por comparación con el
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espectro de la withametelina (al) [21] (pagina 7) y el metilo

restante a 6 1,15 al metilo 18.

Por hidrogenación de El sobre Pd/C 10%en etanol se obtuvo su

2,3-dihidroderivado :3 el cual mostró en su espectro RMNI-Hla

desaparición de las SHHBIESolefinicas del H-2 y del H-3 (tabla 13)

y el corrimiento de la señal correspondiente al metilo 19 a 6 1,27

El análisis del espectro de RMN‘ÜC (tabla 14) y de la fase

relativa de las señales obtenidas por la técnica de APT[73]

indicaron en forma clara la presencia de cinco grupos metilo los

cuales correlacionaban con las señales correspondientes en el

espectro de RMN'H según los experimentos de desacople

heteronuclear efectuados. La aparición de la señal correspondiente

al C-21 a 11,3 ppmera consistente con una orientación B del

hidroxilo de C-17. Tambienresultaba evidente del espectro la

presencia de las resonancias debidas a dos carbonos carbonílicos a

8 202,8 y 173,3 para 0-1 y C-26 respectivamente, así como las

señales de seis carbonos olefinicos en un rango de 6 entre 12Ay

158 ppm. La resonancia a 5 71,0 fue asignada al C-22 por desacople

selectivo de la señal en el espectro protónico a 6 A,22. Las

señales a 8 50,0 y 51,2 se asignaron a los C-lO y 13 respec

tivamente quedando tres carbonos cuaternarios mas en la región de

82 a 98 ppm. La resonancia a 3 97,6 correspondía a un carbono

lactónico (C-23) y las encontradas a 6 82,0 y 82,9 se asignaron al

Cm12y al C-17. La sustitución en C_12 desplazó también la

resonancia del C_11 a 30,0 ppm.

El espectro de masa de impacto electrónico de la sustancia en

cuestión no presentó ión molecular pero mostró comorupturas
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TABLA13. Desplazamientos químicos de los protones relevantes de

los compuestos 51-53

H 5_1_ ig 53

2 5,83 dd (10;2,5) 5,83 dd (10;2,5) --

3 6,74 ddd (10;5;2) 6,73 ddd (10;5;2)

4 2,81 dd (21;5) 2,82 dd (21;5)
3,28 da (21) 3,29 da (21)

ó 5,59 da (b) 5,59 da (ó) 5,49 da (5,5)

18 1,15 s 1,17 s 1,12 s

19 1,20 s 1,20 s 1,27 s

21 1,21 d (7) 1,04 d (7) 1,19 d (7)

22 4,22 dd (12,5;3,5) 5 75 d (12,5) 4,23 dd (12,5;3,5)

27 1,91 sa 1,94 sa 1,99 sa

28 2,27 sa 2,31 sa 2,30 sa

12B-0H 3,45 s 3,47 sa 3,37 s

17B-ÜH 1 80 s 3,47 sa 2,24 s

22-ÜH 3,42 d (3,5)

CHQCÜE --- 1,96 s --

Desplazamientos químicos en ppmmedidos en deuterocloroformo,

constantes de acoplamiento en Hz.
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TABLA14. Desplazamientos químicos de 1“'(Ï.de jaborosalactona P

(5_1).

C 8* C 8*

1 202,8(C) 15 23,2(CHQ)

2 127,3(CH)“ ló 32,1(CHH)

3 144,8(CH)“ 17 82,9(0)C

4 33,3(CHB)“ 18 12,7(CH3)“

5 136,0(C) 19 18,2(CH3)"

ó 184,8(CH)“ 20 40,5(CH)“

7 34,0(CHE)“ 21 11,3(CH3)*

8 32,6(CH) 22 71,0(CH)“

9 40,0(CH)“ 23 97,6(C)

10 50,0(C)h 24 157,5(C)

11 30,0(CHE) 25 130,7(C)

12 82,0(C)E 26 173,3(C)

13 51,2(C)“ 27 9,5(CHW)“

14 44,1(CH)“ 28 18,7(CHH)”

' Determinados por tecnica APT. ” Sena] asignada por

desacoplamiento selectivo de 'H. a,b,c,d: los valores pueden ser
intercambiados.
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principales las debidas a la escisión de los enlaces C17-C20y

C12ÚC83rindiendo los iones de m/z 300 (pico base,

C1WHHQÜH+)y m/z 168 (cadena lateral). Tambien resultó

importante la ruptura del anillo B en los enlaces C9-C10 y C7-CB

para dar el ión a m/z 135 (con..o+). El espectro FABde EL

dio un ión M+E (m/z 470) y un ión M+l+Na (m/z 492). En la figura 27

se representan las rupturas mas importantes del espectro de impacto

electrónico. Los espectros FABy de impacto electrónico se muestran

en la figura 28.
La confirmación final de esta estructura se obtuvo a partir del

analisis por difracción de rayos X. La estructura obtenida por este

método y la calculada por MMXse representan en la figura 29; en la

primera se puede visualizar la presencia de tres moléculas de agua

en el cristal (O(7), Ü(8) y 0(9)). Las coordenadas atómicas y de

los hidrógenos se resumen en las tablas 15 y ló. Los cristales

Figura 27. Rupturas más importantes del espectro de impacto
electrónicn de 51.
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eran ortorrómbicos P8.2¡2. a=7,lqóó(13) Á, b=11,377(2) Á,

c=30,962(ó) Á. Estos datos definieron la orientación de los grupos

hidroxilos de C-IE y C-l7 como B y la configuración de los C-EE y

23 comoR y S respectivamente. Esta información estructural estuvo

en total acuerdo con los datos espectroscópicos antes discutidos.

E] arreglo espacial era consistente con la gran constante de

acoplamiento observada entre los H-EOy 82 (12,5 Hz) los cuales

presentaban una orientación anti. La estructura de mínimaenergia

obtenida utilizando el programa MMX,se compara satisfactoriamente

con la obtenida por rayos X.

Si se compara 1a estructura de la jaborosalactona P (gi) con

la del trechonólido A (gg) se puede ver que ambos compuestos de

ben tener precursores biosinteticos relacionados muycercanamente.

En EL el cierre de anillo sobre Cwla ocurrió con C-23 mientras

que en gg 1a sustituc1ón sobre lea ocurrió con el hidroxilo de

C-BE. E1 hecho que 1a configuración absoluta del C-22 de EL y

gg sea inversa conduc1ría a postular precursores epimericos en

este carbono para los mismos. El epimero BaRhipotético, que actua

ría como el precursor más cercano a ZL, de ciclar por formación

de un hemiacetal daría el epimero de C-EE del trechonólido A; este

compuesto hipotético tendría el anillo lactónico de cinco miembros
en la orientación B axial termodinámicamentedesfavorable.

La reclasificación de la especie Jaborosa Iaciníata, a partir

de la cual se aisló el trechonólido A, en el genero Jaborosa es

reciente y sin duda la información química precedente avala dicha
clasificación.
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Jaboroaalactona P.
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TABLA15. Coordenadas atómicas (x104) y parametros de desplaza

miento ísotrópico (ÁWXIOÜ)de jaborosalactona P

x y z U(eq)

0(1) B319(5) 2747(3) 489(1) 37(1)
0(2) Bó70(4) 809ó(2) 19ó2(1) 23(1)
0(3) 10802(4) 5965(3) 1519(1) 25(1)
0(4) 9772(4) 39B2(2) 1758(1) 21(1)
Ü(5) ó921(4) 4542(2) 2405(1) 23(1)
0(ó) 10636(5) 2152(3) 1598(1) 29(1)
Ü(7) 2854(5) 49ó4(3) 2509(1) 40(1)
Ü(B) 8564(5) 2233(3) 254ó(1) 43(1)
0(9) 11443(5) -170(3) 1817(1) 34(1)
C(l) 813B(ó) 3301(4) 157(1) 25(1)
C(2) 8114(7) 2685(4) -2bó(1) 36(2)
C(3) 7353(7) 3175(5) -ól7(2) 39(2)
C(4) ó488(8) 4356(4) -615(1) 35(1)
C(5) 6329(7) 4B92(4) -lóó(1) 28(1)
C(ó) 4827(7) 5510(4) -58(1) 30(1)
C(7) 4581(ó) ólO7(4) 372(1) 29(1)
C(B) ó413(ó) ó271(4) óO4(1) 23(1)
C(9) 7496(ó) 5097(4) ¿03(1) 19(1)
C(10) 790ó(7) 4ó4B(4) 143(1) 25(1)
C(11) 924ó(ó) 5147(4) 893(1) 24(1)
C(12) 9004(ó) 5677(3) 134B(1) 18(1)
C(13) 79ó9(ó) óBó3(3) 1318(1) 20(1)
C(14) 6159(ó) óó97(4) 1067(1) 22(1)
C(15) 5090(7) 7840(4) 114ó(2) 32(1)
C(ló) 5864(ó) U232(4) lóO4(1) 25(1)
C(17) 7260(ó) 7402(3) l751(1) 20(1)
C(IB) 9203(ó) 7777(4) 1093(1) 25(1)
C(19) 9752(7) 5149(5) -42(1) 34(2)
C(20) 6528(ó) ó4ó4(3) 2072(1) 19(1)
C(21) 6215(7) 7004(4) 2521(1) 25(1)
C(22) 7758(ó) 5371(3) 2115(1) 19(1)
C(23) 814B(ó) 4752(3) 1684(1) 18(1)
C(24) óóBB(ó) 3861(3) 1543(1) 20(1)
C(25) 7429(ó) 2304(4) l499(1) 21(1)
C(2ó) 9399(7) 2880(3) 1615(1) 22(1)
C(27) 6589(8) 1650(4) 1374(2) 36(2)
C(2B) 4622(ó) 4065(4) 1509(1) 27(1)

U definido como

ortogonalizado.

un tercio de la traza del tensor Uiá



TABLA16. Coordenadas (x10“) y parámetros de desplazamiento

isotrópico (Áflxloa) de los átomos de hidrógeno de

jaborosalactona P (5;).

H x y z U

2A 8692 1927 -288 57
3A 7340 2728 -880 38
4A 7243 4868 -788 165
48 5267 4304 -738 34
6 3847 5572 -267 39
7A 4015 6860 325 37
78 3784 5634 550 27
8 7102 6863 451 16
9 6693 4529 741 19
11A 9694 4357 926 63
118 10161 5609 745 21
14 5410 6051 1165 43
15A 5434 8419 936 60
158 3772 7712 1135 13
16A 6121 9029 1597 46
168 4651 8174 1800 34
18A 9647 7462 824 40
188 10241 7962 1276 38
18€ 8498 8478 1038 37
19A 9674 5990 -57 69
198 9965 4838 -326 39
19C 10765 4935 144 44
20 5379 6194 1950 5
21A 5428 7681 2495 9
218 7387 7234 2643 36
21C 5632 6435 2706 25
22 8925 5654 2223 13
27A 5294 1748 1309 140
278 6725 1104 1609 54
27C 7223 1352 1124 137
28A 4359 4884 1551 64
288 3995 3611 1726 92
28€ 4197 3828 1228 111
02 9779 8495 2053 600
03 12104 6086 1559 500
05 6585 4019 2635 559
07A .2028 4899 2267 437
078 2209 4744 2768 102
08A 9595 2180 2742 468
888 7733 1587 2595 51
09A 11302 -835 1629 225
098 12045 -412 2079 374



CAPITULO III

SINTESIS DE Efi-METILENCÜLESTERDL

ISÜTDPICAMENTE MARCADO
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GENERALIDADES

Con la finalidad de llevar a cabo los estudios biosinteticos en

Acnístus brevifïorus de acuerdo a lo enunciado en el capítulo l,

se hizo necesaria la síntesis de 24-metilencolesterol (31;)

isotopicamente marcado con 1>"Cen C-Eq y con BH en alguna

posición del núcleo esteroidal, no modificable en la conversión del

precursor a withanólidos.

Idler y Fagerlund llevaron a cabo 1a primera síntesis de

E4-meti1encolesterol [83a], sólo dos años despues de su aislamiento

(en 1955) a partir de varias especies de moluscos [83b,843. La

estructura había sido establecida en base a una degradación química

y 1a síntesis fue realizada con la finalidad de confirmar la misma.

Por otra parte los autores estaban también interesados en probar

si, en 1a naturaleza, los esteroles de 28 carbonos epimericos en

C-84 se originaban en 1a reducción biológica de 24-metilencoleste

rol y, siguiendo un camino análogo, si los esteroles de E9 carbonos

epiméricos en C-24 provenían de fucosterol (399) ((2)EQ-etiliden

colesterol). En consecuencia se requería una sintesis de 24-meti

lencolesterol y fucosLerol que permitiera la obtención de los

respectivos compuestos marcados con l"CZen la porción alquíliden.
La síntesis de Eh-metilencolesterol fue realizada mediante una

reacción de Wittig entre acetato de 24-cetocolesterol (539) y
metilentrifenilfosforano en éter etílico (1 hora a 25 °C y ó horas
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a 65 °C en recipiente cerrado). Despues del proceso de aislamiento

y purificación los autores informaron 1a obtención de 24-meti1en
colesterol con un rendimiento del 70%[83a].

Tres años despues J. P. Dusza llevó a cabo la reacción de ace

tato de EQ-cetocolesterol (239) con etilidentrifenilfosforano
para obtener fucosterol, discutiendo el mecanismode 1a reacción de

Nittig en base a la estereoquímica obtenida [BS]. Si bien se empleó

la tecnica anteriormente mencionada (aumentando el tiempo de

reacción a 65 °C) se obtuvo un rendimiento de 45% de una mezcla de

los isómeros E y 2 (isofucosterol y fucosterol) en relación 9:1.

En 1971 M. Fétizon y col. [86] llevaron a cabo una síntesis de

Eh-metilencolesterol LEB-'“CJa partir de ácido colénico (55a)
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Figura 30. Síntesis de 24-metí1encolesterol [EB-14€]realizada

por Fétízon y col.
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siguiendo el esquema de 1a figura 30. La última etapa de esta

síntesis consistía en la reacción de Nittig sobre EQ-cetocolesterol

en condiciones análogas a las descriptas por Idler y Fagerlund. Sin

embargo los autores no pudieron obtener un rendimiento superior al

19%para 1a reacción en cuestión. El análisis de los trabajos

anteriores mostraba un panoramapoco claro acerca de la eficiencia

de 1a reacción de Nittig para la sintesis de EA-alquilidenesteroles

los cuales son por otra parte intermediarios claves en la biosin
tesis de distintas sustancias esteroidales [B7]. Recientemente

Djerassi y col. desarrollaron una aproximación diferente para la
preparación de EQ-metilencolesterol y otros esteroles de 28 y 89
carbonos [87]. Esta involucra la reacción de (208)-20

-(iodometi1)pregnano í-metileter (gg) con el derivado alil
potasio proveniente de 2,3-dimetil-1-buteno (figura 31). Si bien
los autores indican que dicha preparación sería utilizada para la

sintesis de precursores biosinteticos, no especifican el tipo de
marcación a introducir ni su posición.

Figura 31. Sintesis de esteroles de EBy E9 C realizada por

Djerassi y col.
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La preparación de acetato de 24-cetocolesterol (gig) que

utilizaban Idler y Fagerlund [88] tenía comopaso clave la reacción

del cleruro del acido 38-acetoxicolénico (EZ) con diisopropil

cadmio, con un rendimiento del 50% (figura 32). La misma había sido

descripta por Riegel y col. y tenía la desventaja de la obtención

del ester gg comosubproducto. Este inconveniente no pudo ser

explicado ni subsanado por los mencionados autores. Más adelante se

dará, en base a los resultados obtenidos en esta tesis una expli
cación a este hecho así como la manera de evitar dicha reacción

secundaria (pág. 104). Este procedimiento no resultaba entonces un

métodoeficiente para la obtención de acetato de EQ-cetocolesterol,

aplicable a la síntesis del compuesto isotópicamente marcado en

alguna posición de la cadena lateral, como por ejemplo en C-EQ. En

relación a esto último se podría citar a Lin y col [89]: "la sínte

sis de 24-cetocolesterol por acción de diísopropílcadmío sobre el

o o

c1 ok

Ac

a) (í-Pr)eCd R:50%.

Figura 32. Reacción del cloruro del ácido 36-acetoxicolénico con
( Ï-Pl’" )I_-!Cd .
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CÏOFUFOdel ácido 3B-acetoxícole’níco resultó poco CX'ÍIOSBno

5670 en nuestras manos 51770en la de OIÏ‘OSque 7a llevaron a

CdbO".

Unapreparación alternativa de gg; por ozonólisis de fucos

terol (ggg) está limitada a la disponibilidad de este último a

partir de algas marinas [90]. Dicha preparación era parte de la

síntesis de EQS-hidroxicolesterol (52g) (cerebrosterol) isotopi
camente marcado para su uso en estudios de metabolismo en cerebro

de mamíferos, desarrollada por Lin y col.. La síntesis de 52g y

de su epímero en 0-24 había sido descripta a partir de 24-cetoco

lesterol por reducción con BÜH“Nay resolución de la mezcla

epimérica transformando los alcoholes en los respectivos benzoatos

y separándolos por cristalización [91] o por cromatografía [92].

Sin embargo, como se desprende de lo anteriormente enunciado,

resultaba necesario disponer de un metodoeficiente para la

obtención de EQ-cetocolesterol. Esto se logró a partir de ácido

BB-hidroxicolenico (25;) por reacción con isopropillitio en
benceno obteniendo un rendimiento del 46%, con recuperación del

material de partida que no reaccionaba [89]. La posibilidad de

recuperar el acido colenico en forma inalterada pone en ventaja
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esta síntesis frente a la desarrollada por Riegel [88], aún cuando

los rendimientos de la cetona gg; son comparables.

Por último, existe en la literatura una patente [93] en la cual

se describe la obtención de la cetona gig a partir de ácido

36-acetoxicolenico (5:9), por formación del cloruro de ácido con

cloruro de tionilo y reacción del mismoen benceno con una solución

etérea de ZnBrE/í-PngBr (con un rendimiento de la cetona aceti

lada de 53%) seguido de tratamiento con KOH/MeOHS x en metanol:ben

ceno (1:1) rindiendo el EQ-cetocolesterol (gig) con un rendimien
to total de 49%.

Comoes evidente de los trabajos mencionados más arriba, el

ácido BB-hidroxicolenico (fijé) (o su derivado 38-acetoxi) resul

taba también un intermediario importante en la síntesis de EQ-meti

lencolesterol. El acido BB-hidroxicolénico, un producto de degra

dación del colesterol [94,95] ha sido empleado comomaterial de

partida para la síntesis de diversos derivados esteroidales
[88,96-99]. Sin embargo hasta 1976 habia sido obtenido únicamente

por degradación oxidativa de acetato de 5,6-dibromocolesterol

[100], como un subproducto en la preparación de androstenolona o

comoun producto de transformación de ácidos biliares naturales

[101]. En 1977 G. Burton y E. Gros en relación con estudios biosín

teticos de bufadienólidos en sapos, desarrollaron una sintesis del

mencionado acido marcado en C-EAcon ¿“C a partir de acetato de

pregnenolona (gg) [102,103]. Sin embargo la misma presentaba el

inconveniente de la formación de los isómeros EORy EOSdurante la

hidrogenación del doble enlace 20(22) de un esteroide intermedia

rio. Unasíntesis posterior de acido 38-acetoxicolenico a partir de
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pregnenolona [104] procede con un rendimiento total del 54%, pero

su aplicabilidad para 1a sintesis del análogo marcadose encuentra

supeditada a la disponibilidad de 1-Br-3,3-etilendioxipropano iso
tópicamente marcado. Por otro lado, si bien los autores informan la

obtención del isómero EORen un paso de hidrogenación catalítica

del doble enlace 20(22) los resultados obtenidos por Burton y Gros

ponen en duda 1a formación de un único isómero en las condiciones

descriptas.
En base a todo lo expuesto se planteó el esquemaretrosíntético

de la figura 33 para el EQ-metilencolesterol (37a), teniendo en

cuenta que el mismodebía permitir 1a introducción de marcación

isotópica en carbono 24 con 1-“C,.
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Figura 33. Esquemaretrosintético de EQ-metilencolesterol
[24-1“CJ.
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SINTESIS DEL ACIDO 35-ACETÜXICÜLENICÜ

De acuerdo al esquema de la figura 33 se pueden plantear dos

caminos alternativos hacia el acido 36-acetoxicolenico (55g): uno

a partir de acetato de pregnenolona (gg) por incorporación de 3

carbonos (análogo al seguido por Burton y Gros) y otro a partir de

un aldehído de 22 carbonos como por ejemplo BOB-carboxaldehído

pregn-Q-en-B-ona (9;) por incorporación de 2 carbonos. Ambos

compuestos disponibles comercialmente y de bajo costo. La síntesis

a partir de este último evitaba la obtención de los isómeros EORy

EOSque se producían en el caso de utilizar acetato de pregnenolona

comoprecursor y por otro lado permitía introducir 1a marcación

isotópica utilizando comounidad de 2 carbonos bromoacetato de eti

lo [1-‘“C], disponible en nuestro laboratorio, mediante una

reacción de Reformatsky o de Nittig. Para llevar a cabo la constru

cción de la cadena de 24 carbonos a partir de g¿ se optó por una

reacción de Nittig con carbetoximetilentrifenilfosforano (gg) o
alternativamente una reacción de Hittig-Horner con el anión de

carbetoximetilfosfonato de dietilo (gg).
HHCEOHCCHHPO(ÜC¿3HM)H thPCHCÜHCmHs

6_3 gg.

Si bien 1a reacción de QLcon gg estaba descripta con un

rendimiento del 82%para dar una mezcla cis/trans de 64a,b

[105] la síntesis de gg a partir de fosfito de trietilo y
bromoacetato de etilo procedía con un rendimiento de 70%y el

fosfonato líquido debía ser destilado para su purificación. Este

procedimiento no resultaba muyconveniente para la síntesis del
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64a: 22(23)E
64h: 22(23)Z

análogo marcado con J'"l'; en pequeña escala. Comocontrapartida 1a

reacción de Nittig utilizando gg presentaba la ventaja de que el

fosforano era un sólido cristalino estable que podía obtenerse con

excelente rendimiento mediante una ligera modificación de la técni

ca descripta (velocidad de agregado de alcali y control cuidadoso

de la temperatura) C106]. Noobstante 1a relación fosforano/al

dehído utilizada en la literatura para la reacción en cuestión (10

días en benceno a 23°C) era demasiado alta (180/1) para su uso en

la síntesis del compuesto isotópicamente marcado y el rendimiento

obtenido respecto del aldehído era de 78%[107]. Se intentó

entonces la reacción del carbetoximetilentrifenilfosforano (gg)
con el aldehido Q¿ en benceno a reflujo utilizando una relación

fosforano/aldehido 1,2/1. De esta manera se trató de forzar 1a

formación de 1a betaína, que como se sabe en el caso de fosforanos

estabilizados constituye la etapa limitante de la reacción [IOÜ].

Se obtuvo así 64a,b con un rendimiento del 87%, el cual resultó

ser mayoritariamente el isómero trans. La formación preponderante

de este isómero pudo determinarse por el espectro RMN1H el cual

presentaba en la zona de hidrógenos olefinicos, señales a 8 5,75
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(doblete J=ló Hz) y 6.84 (doble doblete J=ló y 9 Hz) correspon

dientes a los hidrógenos 83 y 88 respectivamente. Simultaneamente

se encontró en la literatura una reacción de gg con la cetona

Q: en acetonitrilo a temperatura ambiente que procedía con
excelente rendimiento y utilizaba una relación fosforano/cetona de
1,2/1 [109]. Se probó entonces la reacción en estas condiciones y

siguiendo el avance de la misma por cromatografía en capa delgada

se determinó un tiempo de reacción de tres dias, obteniéndose

exclusivamente el isómero trans gg; con un rendimiento del 95%.

Se pueden hacer algunas consideraciones acerca de la estereoquímica

de la reacción. Si la betaina posee dos carbonos asimétricos,

existen dos pares dl diasteroisómeros. En los casos en los que la

formación de la betaina es reversible, comoes el de los fosforanos

estabilizados, el diasteroisómero más estable termodinamicante

C H
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se formaría predominantemente antes de que ocurra la eliminación

(un proceso syn), y este diasteroisómero dara preferentemente la

olefina trans. Todoesto justifica una preponderancia del isómero
trans con el fosforano utilizado. La formación única del isómero

trans en el caso de utilizar acetonitrilo se debe probablemente a

que este solvente estabiliza al díasteroisómero termodinamicamente

más estable en mayor medida que en el caso de los otros solventes
utilizados.

El siguiente paso realizado fue la transformación del sistema

A“-3-ceto de gg; a Bthidroxi—A“ en condiciones que no

afectaran al éster en C-EQ. Según se conoce la reducción directa

del sistema mencionado con BHqNano es conveniente ya que se

obtienen mezclas del alcohol 3a y 36 además de reducción parcial

del doble enlace conjugado. Teniendo en cuenta que se ha informado

la reducción selectiva de carbonilos a,B-insaturados al correspon
diente alcohol alílico, utilizando BHhNaen presencia de haluros

de lantánidos [110], se intentó la reacción de 95g con

CeCla.7HmO-BHaNaen MeOH(5 minutos a 25°C). Luego de acidifi

car, el analisis por ccd en silicagel mostró la presencia de dos

componentes. El espectro de RMNJ-Hde la mezcla indicaba la pre

sencia de amboscompuestos en relación 2:1; el mayoritario presen

taba señales a 8 5.91 (d J=10Hz), 6 5,54 (da J=10Hz), 8 5,36 (ba) y
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6 0,96 (s) que se asignaron a los hidrógenos 4, 3, ó y 19 respecti

vamente del compuesto gg, Por otra parte las señales del compues

to minoritario a 8 5,36 (ba), 3,33 (s), 3,35 (s) y 1.04 (s) se asig

naron a los hidrógenos ó, —OCfifly 19 del compuesto 91. Se probó

entonces un camino alternativo para llevar a cabo la transforma

ción, que involucraba la conversión de gig en el enol acetato y

la posterior reducción de este último con BHqNa/EtOH,teniendo en

cuenta que en el medio básico de 1a reacción se forma el 3-ceto

-A“ esteroide que sufre una reducción muyrapida a1 3B-hidroxi

compuesto [111,118]. El tratamiento de gg; con cloruro de acetilo

en anhídrido acético a reflujo bajo atmósfera de nitrógeno durante

ló horas dio con muybuen rendimiento el enol acetato gg [113].

Este se disolvió en etanol 95%y se redujo con BHaNa/etanol 70% a

5°C (2 horas). La mezcla de reacción se calentó bajo reflujo y se

agregó NaÜH5%, continuandose el calentamiento a fin de saponificar

el ester etílico en C-EQ. Luego de acidificar se obtuvo el acido

92g con 88%de rendimiento (respecto de gig). Finalmente por

tratamiento con anhídrido acético/piridina seguido de hidrólisis
del anhídrido formado, se obtuvo el acido 3B-acetoxicola-5,82

-dienico (92g) (fig. 34), el cual por hidrogenación sobre dióxido
de platino en dioxano:acido acético (30:1) dio el acido 55h.

co Et \ COZEt
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Figura 34. Secuencia de síntesis de 55h a partir de 64a.

SINTESIS DE 3B-ACETOXICÜLEST-S-EN-EQ-ONA

Para llevar a cabo esta síntesis se presentaban dos posibilida

des según se indica en la figura 35: a partir del ácido 69h ob

tener la cetona «,8-insaturada ZQ, la cual por hídrogenacíón del
doble enlace 22(23) rendíría 1a cetona 54h u obtener esta última

a partir del ácido 38-acetuxícolenico (55h). Se probaron distin
tas posibilidades, todas las cuales involucraban la conversión del
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Figura 35.

en el cloruro de ácido correspondiente y posteacido (69b,55b)

rior reacción con distintos reactivos organometálicos.

., '.Formac1on del cloruro de ac1do

La formación del cloruro de acido se llevó a cabo por reacción

del ácido (ó9b ó 55h) con cloruro de oxalilo en benceno anhi

dro. En el caso del ácido a,B-insaturado 69h la reacción fue muy

rapida (una h0ra) y el cloruro de ácido obtenido (Zi) resultó muy

reactivo y extremadamente fácil de hidrolizar. El ácido 55h en
cambio, reaccionó mas lentamente con el cloruro de oxalilo (5 ho
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coc1 C0Cl

ras) y el cloruro de acido correspondiente (:1) resultó menos

reactivo que el anterior, no siendo tan fácilmente hidrolizable. El

tiempo de formación del cloruro de acido se determinó en ambos

casos siguiendo el avance de la reacción por RMN1H (utilizando
como solvente benceno deuterado).

Reacción con ioduro de isopropilmanganeso

Se han informado diversas preparaciones de cetonas a partir de

cloruros de acidos carboxílicos con ioduros de compuestos organo

manganesianos [114,115]. Por este motivo se intentó la reacción de

Z; con í-PrMnI en diclorometano anhidro (15 min a -30°C y 3

horas a 88°C) recuperandose mayoritariamente el ácido 92g y una

pequeña cantidad de un producto de mayor Rf en ccd en silicagel.

Este, de acuerdo a las señales a 1695, 1670, 1625 y 990 de su espec

tro IR así como las señales a 6 6,08 (d J=lóH2) y 8 6,74 (dd J=9Hz

y J=16Hz) correspondientes a los hidrógenos de carbono 23 y 82 res

pectivamente del sistema ABR-EA-ceto, se asignó a la cetona 2Q.
El bajo rendimiento obtenido podria deberse a la inestabilidad de

los RMnIcuando R es secundario, lo cual no permite extender los
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tiempos de reacción a temperatura ambiente [114].

Aúncuando estos resultados no fueron satisfactorios permi

tieron que se buscaran condiciones de hidrogenación de la cetona

ZQpara obtener gig. La mezcla del acido 93g y la cetona 2Q

se disolvió en EtÜHabsoluto y se hidrogenó a presión atmosférica
utilizando Pd/C 10%comocatalizador. En estas condiciones se

observó en el espectro de RMN1H del producto la desaparición de

las señales correspondientes a los hidrogenos de carbono 22 y 23 de

la cetona 2Q, pero permanecieron inalteradas las señales a 6 5,76

y 8 6,96 correspondientes a los hidrógenos de carbono 23 y 22

respectivamente del ácido 69h.

Reacción con bromuro de isopropilmagnesio

La reacción de haluros de acilo con reactivos de Grignard no es

generalmente utilizada para la sintesis de cetonas ya que la cetona

inicialmente formada reacciona con una segunda molécula del reac

tivo de Grignard para dar la sal del alcohol terciario. Sin embar

go, se han preparado cetonas por este metodo usando bajas tempera

turas, adición inversa (adición gota a gota del reactivo de
Grignard sobre el haluro de acilo), exceso de haluro de acilo, etc,
obteniéndose en muchoscasos resultados satisfactorios [116].

Teniendo presente esto último se realizó la reacción de ZL y

de EZ con í-PngBr en benceno a 5°C y en THFa -78°C, utili

zando adición inversa. En todos los casos ensayados se obtuvo como

producto de reacción una mezcla constituida por 1a cetona esperada

(ZQó 53g), el ácido de partida (92g ó 55g) y cantidades

importantes del alcohol correspondiente (Z; o zg) el cual se
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identificó por sus espectros IR y RMN1H. Si bien 1a proporción

de los productos obtenidos no resultó reproducible, se obtuvo

siempre una mayor cantidad del alcohol cuando se utilizó como

sustrato al cloruro de acido a,B-insaturado ZL.

Reacción con bromuro de isopropilmagnesio en presencia de

acetilacetonato de hierro

Aunqueen casos aislados la adición de cantidades cataliticas

de sales de metales de transición, tales como FeClm [117] o CuCl

[118], han mejorado 1a reacción directa de los reactivos de

Grignard con los haluros de acilo para dar cetonas, ninguna de

estas reacciones parece ser general. De acuerdo a1 trabajo realiza

do por Fiandanese y col. [119] los haluros de acilo se acoplan con

los reactivos de Grignard en presencia de cantidades cataliticas de

acetilacetonato de Fe([II). Esta reacción es, según los autores,
general con respecto a ambos reactivos y provee un metodo suave y

conveniente para la sintesis de cetonas alifáticas y aromáticas.

Se probó entonces la reacción del cloruro de ácido Z; con
í-PngBr en THFa 0°C en presencia de cantidades cataliticas de
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Fe(acac)9. El producto aislado luego de un tratamiento conve

niente se sometió a una cromatografía "flash" en columna de

sílicagel aislándose tres fracciones que correspondían a la cetona

ZQ (35%), al ácido gig (40%) y a un producto cuyo RMNlH

presentaba señales a 5 5,82 (d J=16H2) y 8 7,01 (dd J=16Hz y J=9Hz)

(25%) que se asignaron a los hidrógenos de carbono 23 y 22 respec

tivamente del dímero zg. La formación del dímero 15 podria

explicarse mediante un mecanismopor radicales libres favorecido

por la presencia de Fe(acac)m, como el que se ha postulado por

ejemplo para la reacción de ciertos cloruros de ácido con reactivos

de Grignard en presencia de cantidades catalíticas de cloruro
cuproso [118]. En esas condiciones el cloruro cuproso iniciaria un

mecanismopor radicales libres el cual procedería a traves de la

especie (-MgCl) según se indica en la siguiente secuencia:

RCOCl + -CuC1 ———>RCÜ- + CuCla

RCO- + RMgCl ———>RCOR + -MgCl

'MgCl + RCDCl ———>RCO- + MgCln

En la actualidad se han acumulado bastantes evidencias acerca

de la participación de radicales en reacciones de Grignard
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[120,121]. Algunos investigadores [120-122] postulan que el mecanis

moprincipal de reacción de cetonas con reactivos de Grignard invo

lucra etapas de transferencia de un electrón (SET) y no procede

mayormentevia intermediarios iónicos comose pensaba tradicional

mente [123], proponiendose un mecanismo como el siguiente para la

reacción de algunas cetonas con el reactivo de Grignard [124]:

RECO + R'MgBr ———>RECÜ...R'MgBr ———>[REÓÜMgBr + R'-J

O reacción en ‘
CRECÜMgBr+ R"] --- caja de --> RECRÜMgBrsolvente

[REÉÜMgBr+ R'-J ———>difusión de la caja de solvente

e REÓÜMgBr ———>(RHCÜMgBr)E

R'° --- solvente ———>R‘H

Sin embargo el mecanismoprincipal involucrado en este tipo de

reacciones no ha sido aún absolutamente determinado ya que no se

posee información definitiva acerca de comoprocede la transfe

rencia de grupos alquilo o arilo al aníón radical que se formaría

por el camino SET [120], ni existen pruebas de la existencia de

iones radicales en todas las reacciones en cuestión. Por otro lado,
para el caso específico involucrado en esta tesis que es la

reacción de un cloruro de acido con el reactivo de Grignard no se

plantean mecanismosde tipo SETya que la sustitución al carbonilo

por parte de este reactivo implica la ruptura de una unión C-Cl.

Sin embargo podria pensarse que la presencia del Fe(acac)3

favorecería un proceso de transferencia de un electrón aún en el
caso en cuestión.
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Reacción con bromuro de isopropilmagnesio-ana ó ZnBre

La síntesis de cetonas a partir de cloruros de ácido y com

puestos organozínquicos fue muyutilizada en el pasado [125] sin

embargo en años más recientes se han descripto pocos ejemplos

C126]. La utilización de un reactivo “organozínquico” esta espe

cialmente recomendadapara la síntesis de cetonas en las cuales se

introduce un grupo alquilo secundario mediante el reactivo organo

metálico [125]. Aunqueinicialmente se creyó que esta reacción

ocurría por simple interacción del "compuesto organozinquico“ con

el haluro de acilo, se demostró posteriormente que los haluros

metálicos del tipo MX“(M=metal, X=C1,Br) juegan un rol impor

tante en 1a misma. El reactivo formado in situ a partir de 2 RMgX

+ ZnXEreacciona rapidamente con haluros de acilo para dar

cetonas, pero el reactivo diorganozínquico aislado libre de la sal,

no reacciona con los haluros de acilo [187,128]. Por otra parte de
los datos encontrados en la literatura no resulta claro si 1a

especie involucrada en la reacción sería un verdadero compuesto

organozínquico (ya sea del tipo RZnXó RaZn) o si la misma es el

reactivo de Grignard en presencia de 1a sal de tipo ZnXa. El

reactivo de Grignard podría formar con ZnXEun "ete-complex" como

el que se discutirá más adelante en este capítulo para el caso del

CdClH,o por otro lado podría ocurrir que la reacción trans

curriera pOr un mecanismosimilar al descripto por Cason y col.

para 1a reacción de cloruros de acilo en presencia de FeClm

[129]. La misma involucraría un mecanismo como el siguiente:

RCOCI + FeClm ———> Rco+ + Fec1im

RCÜ+ + R'MgX ——-> RCOR' + +ng

Fec1h_ + +ng = FeClg + ngc1
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Un esquemade este tipo podría explicar una diferenciación entre el

carbonilo del haluro de acilo y el de la cetona, resultando en una

mayor activación del primero por parte del ácido de Lewis. Teniendo

presente esto último se intentó la reacción del cloruro de acido

Q2 con una solución eterea de ¡"PngBr/ZnBrm en benceno anhi

dro [93]. De esta manera se obtuvo la cetona ¿gg aunque con un

rendimiento del 40%. Para meJorar este resultado se pensó en usar

otro haluro de zinc que fuera un mejor ácido de Lewis. Se sintetizó

entonces ZnIn [130] y se hizo reaccionar el cloruro de ácido ZL

(este último mas reactivo que su análogo hidrogenado 51) en

diclorometano con una solución eterea de í-PngBr/anm. Se

empleó un procndimiento idéntico ul utilizado con el reactivo

organomanganesnano [115]. Comoproducto de reacción se obtuvo

mayoritariamente una sustancia de Rf levemente menor a la cetona

ZQ, la cual una vez aislada y purificada se identificó mediante

su espectro de RMN‘H como el ester etílico 2;. La obtención de

Z: se podria explicar mediante un esquema comoel siguiente, que

implica la ruptura del éter utilizado comosolvente del reactivo
organometalico.

5+

EtÜEt EtÜEnI + IEt
ZnIp

EtOZnI HCÜCI EtÜCÜR + ClZnI

_¿ E



‘x
OCHZCH3

Reacción con bromuro de isopropilmagnesio-CdCla

Los compuestos organocádmicos han sido empleados para la

síntesis de cetonas en mayor medida que otros compuestos organo

metálicos [125], sin embargo su uso en general está limitado al

empleo de dialquilcadmios con grupos alquilos primarios o diaril

cadmios ya que los compuestos organocadmicos secundarios o ter

ciarios son muyinestables termicamente.

Comose mencionó anteriormente (pág.84), por reacción de diiso

propilcadmio con el cloruro del ácido 38-acetoxicolenico (EZ)

realizada a temperatura ambiente se obtenía la cetona 55g con un

50%de rendimiento [88], sin embargo este es probablemente el

resultado de la utiliración de un gran exceso de reactivo organo

metálico que compensaría en parte la baja estabilidad del diisopro
pilcadmio [125].

En reacciones de transmetalación del tipo:

RMgX - - —- ————- —-> RCdCl ------ ——> Rde

donde X es un halógeno como por ejemplo Br, puede ocurrir que se

formen "ate-complexes" como intermediarios [131]. Los complejos de
este tipo se forman Cuando se combina un ácido de Lewis con una
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base para dar un ión negativo en el cual el átomo central tiene una

valencia mayor a la normal. Los mismos son en muchos casos termica

mente estables y pueden participar en reacciones posteriores; en

particular cuando contienen un buen grupo saliente, pueden

descomponerse para dar los productos de transmetalación. Un esquema

de reacción comoeste se puede ejemplificar con 1a reacción de un

organolitio con el cloruro de un metal divalente [132]:

MCl; + LiR ——> LiMRClH -—> MRCl + LiCl
“ete-complex”

MRCI + LiR —-> LiMRHCl
"ate-complex"

MRp r LiR ——> LiMRu
"ate-complex"

Cuandose hizo reaccionar una solución eterea de í-PngBr con

CdCla en relación 121,2 a O°C y sobre esta mezcla de reacción se

agregó un equivalente del cloruro de ácido :1 en benceno, se

obtuvo luego de 10 horas a temperatura ambiente un producto crudo

que por purificación en columnade sílica rindió la cetona g_g

con un rendimiento del 75%. Comoproducto secundario de esta

reacción se obtuvo el ester de ísopropilo gg al igual que Riegel

y col. [88] (ver página 84). Este compuesto se formaría probable

mente por reacción del cloruro de acilo con isopropóxido formado

por oxidación del RMgBrcon oxigeno o peróxidos presentes en el

medio de reacción. Para evitar 1a formación del mismose controló

muyespecialmente la ausencia total de oxigeno en el medio de

reacción y se agregó alumina neutra al éter recien destilado que se
utilizaría para 1a síntesis del Grignard de manera de eliminar toda
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posible presencia de peróxidos. Se logró de esta manera aumentar el

rendimiento de la cetona 559 a 95%y evitar la formación del

ester gg. El procedimiento descripto podria involucrar la reac

ción directa entre un "ate-complex" del tipo RCdCle-ng+ con

el cloruro de acido gz o bien que la especie reactante fuera

RCdClla cual se obtendría por descomposición del "ata-complex".

Estas posibilidades podrían esquematizarse de la siguiente manera:

RCdClm“MgX* + R'CÜCI ———> R'CÜR + CdClw + ngc1

R=iPr sz 5 b

RCdClawng» n—-> RCdCl + ngc1

RCdCl + R'CÜCl R'COR + CdCla



106

SINTESIS DE EQ-NETILENCOLESTERÜL

Comose mencionó al principio de este capítulo el analisis de

las distintas síntesis descriptas de 24-metilencolesterol (32g) a
partir de acetato de EQ-cetocolesterol (Egg) mostraba un panorama
poco claro [83a,Bó]. La reacción de Nittig utilizada era efectuada
en condiciones desfavorables para la síntesis de un compuesto mar

cado (recipiente cerrado a presión) [83a] o por otro lado no se

obtenían resultados satisfactorios [Bb]. A pesar de esto se probó

la reacción de Nittig con metilentrifenilfosforano en THFa reflujo

a distintos tiempos y en distintas concentraciones, sin embargono

se obtuvieron rendimientos superiores al 40%. Un probable motivo de

la dificultad de reacción observada era que en el medio basico re

sultante por el exceso de iluro, se favorecía la enolización de la

cetona; por otra parte dicho exceso es imprescindible para lograr

buenos rendimientos [83a,Bó,SEJ. Teniendo en cuenta esto último se

probó un método alternativo de inserción del grupo metileno que

utilizaba Zn/CHHBrE/TiClny proveia un medio de reacción

suave y no básico [133]. La reacción se llevó a cabo a O°C en

diclorometano y se siguió el avance de la mismapor ccd en sílica

gel determinandose un tiempo de reacción óptimo de 45 minutos. Se

obtuvo así luego de una purificación por cromatografía en columna

de silicagel, 36-acetoxi-8A-metilencolesterol (312) con un
rendimiento del 95%. Este produto se transformó en EQ-metilen

colesterol (315) por tratamiento con NaÜH10%en solución

metanólica. Esta desacetilación procedió con 75%de rendimiento y
resultó ser la etapa de menor rendimiento de la secuencia. Sin
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embargo, aunque no se verificó experimentalmente, seria factible

lograr un mejor rendimiento llevando a cabo esta reacción en

metanolzbenceno 1:1 como se ha deSCripto para 1a desacetilación de

38-acetoxi-EQ-cetocolesterol (se informa un rendimiento del 93%)

C93].

Sintesis de EQ-metilencolesterol [24-‘“CJ

En la figura 36 se representa el camino seguido para la sín
tesis de 24-metilencolesterol [20"“C3. Se partió de bromoacetato

de etilo [1-1“CJ de actividad específica 1mCi/mmoly se obtuvo

EQ-metilencolesterol [EQ-¿“CJcon idéntica actividad específica.

El rendimiento obtenido respecto al bromoacetato de etilo fue de

44%.

Sintesis de 24-metilencolesterol [7-3HJ

De acuerdo a lo enunciado al comienzo de este capítulo se

necesitaba sintetizar además Búmmetilencolesterol marcado con

tritio en el nucleo esteroidal. Conesta finalidad se planeó una

secuencia como la que se esquematiza en la figura 37.

Bromacidn alílíca.- La bromación directa de la cetona Q_Qcon

N-bromosuccinimida podia dar el 7-br0moderivado esperado y/o el

producto de bromación a al carbonilo [134]. Se probó en primera

instancia la reacción de ¿gg cnn Nnbromosuccinimidaen relación

1:1,2 en CCI“ a reflujo. El análisis por ccd en silicagel mostró

una única mancha de menor movilidad que la cetona gig; el espec

tro RMN1H de esta fracción indicó que el producto era una mezcla
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a) Ph3=CHC0aEt, CH3CNRlzuoz R2:95Z; b) l.ACCl/ACHÜ quox; c) 1.BHkNa, 2.NaÜH
A 3.HEÜ/H+ Q.AcEÜ/Pi 5.HF_.Ü/H+R: ; d) Hg, PtOE, dioxanozácÜH (30:1)
chuant; f) í-PngBr/CdClm R:95%; g) 1.2n/CHeBre/TíClq, CIBCHER:9ó% 2.NaÜH
10%, metanol R:75%. R1total:47%; R2total:56% (R1 respecto del fosforano, R2 respecto dl
aldehído)

Figura 36. Secuencia de síntesis de 2A-metilencolesterol
[24-1“C].
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Reemplazodel 7-bromopor trítí0.- La

0

a
————

AcO AcO Br

54_b E

0

b

AcO 3H

54b [7-3H]

a) bromación alílica; b) reducción e incorporación de ElH.

Figura 37. Secuencia sintética para la introducción de

posición 7.

de 7a y 7B bromoderivados 2Q (mayoritariamente el isómero a).

bromación a al carbonilo.

la posición 7 del esteroide se llevó a cabo por reducción del

7-bromoderivado Zé. Esta reducción se probó utilizando los
correspondientes reactivos deuterados.

introducción de tritio en
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Por

no se observaron señales correspondientes al producto de

Existen tres métodos para reemplazar un halógeno por deuterio o
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tritio los cuales son comúnmenteusados en el campode los esteroi

des [135]. Estos métodos involucran el tratamiento del haluro

(generalmente bromuro o ioduro) con: a) deuterio o trítio gaseoso y

un catalizador de hidrogenación; b) AanLi (o tritiado) y C) Zn
en solventes deuterados (o tritiados). La reacción con deuterio

gaseoso (y posteriOrmente con tritio) no era factible de ser

realizada con los equipos disponibles en el laboratorio por la in

fraestructura especial requerida. El desplazamiento de un haluro

alílico por reacción con AlDaLino resultaba cenveniente pues la

misma suele tener lugar con migración del doble enlace a la

posición 6,7 [136]. La reducción de haluros alílicos con hidruros

de boro, por ejemplo NaBHq, se complica a menudo por la formación

de intermediarios de boro los cuales pueden hidroborar alquenos. De

igual manera no se han obtenido buenos rendimientos por reacción de

haluros alílicos con NaBHacNo BquCNBHm.En todos los casos

se obtienen productos de hidroboración lo cual era de esperar si se

considera que por reacción de NaBHSCNy haluros organicos se
forma cianoborano [137]. Por otro lado era necesario una relación

molar de hidruro/RX=4 siendo esto último muydesfavorable para ser

utilizado con el análogo isotópicamente marcado.

Considerando lo enunciado se probó primero la reducción con

zinc en distintas condiciones. Estas pruebas se llevaron a cabo

utilizando acetato de 7-bromocolesterol (ZZ) sintetizado por

bromación alílica de acetato de colesterol (1g). Se hizo

reaccionar entonces ZZ con INa/Zn/DÉOen 1,2-dimetoxietano y en

THF [138]. En el primer caso ZZ se descompuso por disolución en

el solvente. Cuando se utilizó THFse obtuvo en parte el producto
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esperado ngg pero se formó además el producto de eliminación

22. Este proceso se encontraría favorecido por la formación de un

sistema de dobles enlaces conjugado [139]. Se intentó 1a misma

reacción pero con agregado de una pequeña cantidad de ACOHcon la

finalidad de favorecer la reducción ante la eliminación, sin

embargono se obtuvieron resultados satisfactorios. En la figura 38

se representa este tipo de reacción.
Posteriormente se probaron distintas reacciones de intercambio

metal-halógeno con RLi seguido de agregado de D30 en THFoptimi

zando tiempos y temperatura". La mejor condición encontrada fue con

BuLi en THF a -117°C. De acuerdo a1 espectro de RMN1H del produc

to de reacción acetilado se obtenía el compuesto Zg-Q (50%) pero

también acetato de 7-dehidrocolesterol (22) (25%) y otro compues

to con hidrógenos olefinicos a 5 5,22 que podría corresponder al

A‘hderivado por reordenamiento del anión alilico intermediario.

Se intentó posteriormente la formación del Grignard correspon
diente a partir de ZZpero no se obtuvieron resultados satisfac

torios. Cabedestacar que todas estas posibilidades con reactivos
organometálicos obligarían a la protección previa del carbonilo de
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Figura 38. Reacción de _Z con INa/Zn/DEÜ.

ggg. Por otra parte se encontraba descripta en la literatura la
reducción de distintos haluros alílicos, bencílicos y terciarios
con ZnClE/NaBHHCN[140]. Este reactivo contendría una mezcla de

sales como NaEZnCl<BH3CN)m], NaHEZnCIE(BH3CN)aJ,

NaCZn(BH3CN)QJy Zn(BH3CN)a si bien su composición no es

conocida exactamente. El mismono presentaba en principio los

inconvenientes enunciados anteriormente para otros hidruros y

ademas reducía cetonas mucho más lentamente que halogenuros

alílicos C140]. Se intentó entonces la reacción de Zé con un

equivalente de ZnClE/NaBHmCNen éter durante 20 minutos. En

estas condiciones se obtuvo ggg en forma cuantitativa obte
niendose sólo en algunos casos cantidades pequeñas del alcohol



:_Q. De formarse el alcohol 52g el producto de reacción podía

oxidarse con reactivo de Jones el cual rendía 1a cetona en forma

cuantitativa.

Se sintetizó NaCNBaH3a partir de NaCNBHm(comercial) por

intercambio con agua trítiada a pH 3 [141]. Este intercambio se

probó primero con D30 a fin de optimizar las condiciones de

reacción y se obtuvo asi NaCNBDg(75x-D). Esto último se deter

minó mediante la comparación del espectro de RMN1H de una masa

conocida de NaCNBHa,mas 5 pl de dioxano usado como standard in

terno y el espectro de una masa también conocida del análogo deute

rado mas la mismacantidad de dioxano utilizada para el espectro

del hidruro normal. En la figura 39 se representan ambosespectros.

En los mismos se puede ver un cuarteto muyprotegido correspondien

te al acoplamiento con 118 de spin 3/2 (abundancia natural 81,8%)

y en menor medida el multiplete debido al acoplamiento con 1°B de

spin 3 (abundancia natural 18,8%); a campos mas bajos se observa el

singulete correspondiente al dioxano. El NaCNBDgse purifícó por

formación de su complejo con dioxano [141], sin embargo poste

riormente se pudo comprobar que no era necesaria dicha etapa de

OH

w o U
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purificación. La actividad especifica del NaCNBaHaobtenido fue

de 0,22 mCi/mmol.La reducción de 38-acetoxi-7-bromo-colest-5-en

-24-ona (Zé) con CNBaHaNa/CIHZndio la cetona tritiada

SAE-SH,obteniéndose luego de completar 1a secuencia de acuerdo

a lo descripto para el análogo 14€, 24-meti1encolesterol [7-9H]

de actividad específica 0,22 mCi/mmol.En la figura 40 se esquema

tiza 1a secuencia seguida para 1a síntesis de 2A-meti1encolesterol

[7-3H] a partir de acetato de 24-cetocolesterol (54h).
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a

AcO Br
AC

54h
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o

C

3
AcO H HO 3H

54b [7-311] 7a [7-3H]

a) N-Brsucc, CCI“ A; b) ZnClE/NaBHSCN,éter c) 1.2n/CHEBrE/TÍCI“
E.NaÜH 10%, metanol.

Figura 40. Secuencia de sintesis de EA-metilencolesterol [7-HH]

a partir de acetato de ah-cetocolesterol.



CAPITULO IV

ESTUDIOS DE BIÜSINTESIS DE NITHANDLIDÜS
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Antes de realizar las experiencias con EQ-metilencolesterol
enunciadas en el capítulo 1 se intentó confirmar 1a existencia de
la ruta alternativa encontrada en la biosíntesis de withanólidos en

Acnistus brevifïorus y comparar las actividades especificas del

carbono 26 y del carbono 1 (perteneciente al núcleo esteroidal),

aislados mediante un mismocamino degradativo de withanólidos

marcados biosintetizados a partir de mevalonolactona [2-1“C]. Si

no hubiera ruptura de cadena, ambos carbonos provenientes de

carbono 2 de mevalonolactona deberían tener actividades especificas

equivalentes, en caso contrario 1a actividad especifica de] carbono

26 seria menor que la del carbono proveniente del núcleo esteroidal

(C-l). Posteriormente se realizarían las experiencias de incor

poración de 24-meti1encolesterol C24-’“C] y las de doble marca

ción con este trazador marcado con DHy 14€.

DEGRADACION DE NITHANOLIDOS RADIOACTIVOS AISLADOS DE ACNISTUS

BREVIFLORUS

Para degradar entonces Jaborosalactona A (LL) de actividad

específica 1,8x10a dpm/mmol(biosintetizada a partir de meva

lonolactona A [2-1“C] administrada a hojas de plantas de

Acnisrus brevífïorus según el método descripto por A. Veleiro y

G. Burton [64]) se planteó la siguiente secuencia de reacciones.
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4CrO3/HZSO

COOH 0

C-l C-26

Figura 41. Secuencia planteada para 1a degradación de ¿L [‘“CJ.

Por reacción de jaborosalactona A con fenillitio en exceso se

obtendría el compuestogg, el cual por ruptura oxidativa rendíria

ácido benzoico y benzofenona (ver figura 41). Sin embargo no se

obtuvieron los resultados esperados al ensayar 1a secuencia con el

withanólido frío ya que no se logró la reacción del feníllítío
sobre el carbono 1.

La reacción con fenillítio se ensayó primero sobre jaborosa

lactona A y luego sobre Sa-metoxí-óB-hidroxijaborosalactona A

(EL). Esta última se obtuvo por tratamiento de jaborosalactona A
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con metanol en presencia de una cantidad catalitica de ácido

sulfúrico. En amboscasos por analisis del espectro infrarrojo del

producto se comprobóque persistía el carbonilo de carbono 1 sin

reaccionar. El compuesto g¿ tenía la ventaja de no presentar

posiciones reactivas frente a1 fenillitio másalla de los carbonos

1 y 26 y por ende no formar el compuesto gg que introducía un

grupo voluminoso en el anillo A. Esto último podría desfavorecer el

ataque a1 carbono 1 por parte del reactivo organolítico. En un

intento de aumentar la reactividad del carbono 1 se hidrogenó jabo

rosalactona A (LL) sobre paladio-carbón 10%en etanol, para dar

8,3,24,25-tetrahidro-E7-desoxijaborosalactona A (gg). Con 1a
mismase llevó a cabo la reacción con fenillitio en tetrahidro

furano bajo reflujo. En estas condiciones se obtuvo una mezcla de

los compuestos g; y gg los cuales fueron caracterizados por RMN

‘H. Comose puede apreciar de las estructuras de estos productos

el carbono 1 se mantuvo inalterado y se formó un lactol el cual por

degradación con trióxido de cromo-ácido sulfúrico podría dar acido
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o OH

benzoico a partir de carbono 2ó. Esto se comprobó realizando la
oxidación con trióxido de cromo-ácido sulfúrico sobre la mezcla

gg-gg y sometiendo al producto de reacción a una destilación

por arrastre con vapor. La benzofenona y el ácido benzoico destila

dos se recogieron sobre una solución alcalina y se separaron por
extracción. La benzofenona se derivatizó obteniéndose finalmente 1a

oxima correspondiente. Luego de acidificar la solución acuosa, el
ácido benzoico se extrajo exhaustivamente con eter etílico. La pre

sencia de ácido benzoico en el extracto etéreo se determinó por cro

matografía en capa delgada comparando con una muestra auténtica del

mismo. Este ácido se purificó por sublimación obteniéndose en forma

de agujas cristalinas de punto de fusión 121-122 °C.

En base a los resultados anteriores se descartó la posibilidad

de aislar al carbono l y se optó por realizar la reacción sobre

jaborosalactona A radioactiva para aislar al carbono 26. Los resul

tados obtenidos se muestran en la tabla 17 y permiten confirmar que

existiría una ruta alternativa y mayoritaria en la biosíntesis de
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TABLA17. Actividad específica (AE) de jaborosalactona A y sus

productos de degradación.

Compuesto A.E. A.E.
(dpm/mmol) relativa (Z)

jaborosalactona A (¿¿) '5),'7O)<10’5 100

2,3,24,ES-tetrahidro—27—
desoxijaborosalactona A (gg) 9,70x105 100

benzofenona‘n (C-Eó) 1,05x10“ 1,1

acido benzoicoh (C-Eó) 0.83x10“ 0,9

a: purificada comooxima (recristalizada hasta A.E. constante).
b: sublimado.

withanólidos en Acnístus brevíflorus en la cual la cadena lateral

de un esterol precursor se rompería parcialmente con pérdida del
carbono Eó. Comoconclusión a este resultado confírmatorio cabe

recordar que la ruptura de la cadena lateral con posterior
reconstrucción del anillo lactónico no es un fenómeno inusual en la

biosíntesis de lactonas esteroidales comoen el caso de los

cardenólidos [142a,b] y bufadienólidos de plantas [143] en los

cuales estan involuCrados procesos similares. En estos procesos

biosinteticos la cadena lateral del colesterol se rompedando lugar

a un intermediario pregnano el cual condensa luego a traves del

carbono 80 con acetato u oxalacetato para formar los anillos

butenólido o bufadienólido respectivamente. En la figura QEse

esquematiza la formación del anillo butenólido de cardenólidos a
partir de mevalonolactona [3-1“C].
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Figura 42. Bíosintesis de digitoxigenina a partir de mevalono
lactona [3-1“C] C142a,b].
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EXPERIENCIAS DE INDCULACIÜN DE Ek-METILENCOLESTERDL [84-‘“CJ

Para comprobar la intervención de EQ-metilencolesterol (32g)

comoprecursor de withanólidos en Acnístus brevírlorus se admi

nistró 31g [24-1“CJ a hojas de plantas de esta especie [64]. La

inoculación se efectuó sobre especímenes de aproximadamente 8 años

de edad provenientes de semillas originarias de la provincia de

Tucuman, sembradas dentro de los seis meses de la recolección.

Estas plantas fueron mantenidas en condiciones naturales en el

vivero de 1a Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA).

Las cantidades de 84-meti1encolesterol [EA-‘“C] inoculadas y

los tiempos de administración se indican en la tabla 18. Transcu

rrido el tiempo de administración correspondiente se lavaron con

agua las hojas inoculadas y el agua de lavado se juntó con el agua

restante en el vaso de inoculación. De esta manera se pudo medir 1a

cantidad de EA-metilencolesterol no absorbido. Las hojas trituradas

se extrajeron con éter etílico [58], al extracto obtenido se le
agregó 2Q-metilencolesterol frío y se purificó por columnade sili

cagel eluyendo primero una fracción l que contenía EA-metilen

colesterol y otros esteroles y luego una fracción II que contenía a

los withanólidos mayoritarios (jaborosalactona A (LL), withafem

rina A (g) y jaborosalactona D (QZQ)). Los withanólidos presen

tes en 1a fracción II fueron separados por CLARen fase reversa elu

yendo con una mezcla de metanolzagua (70:30) [71] (figura 43). Las

fracciones correspondientes a los withanólidos mencionadosfueron

colectadas y su pureza química se confirmó por CLAR.Los valores de
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Figura 43. Separación por CLARen fase reversa de los withanólidos

presentes en la fracción II. Columna:Partisil-lO UDS-2

(250x4,ó mm), eluyendo con metanolzagua (70:30), flujo:

1 ml/min, detector UVa EEOnm.Tiempos de retención:

a7: 5,28; gó,57; ¿15,04.

incorporación absoluta obtenidos se resumen en la tabla 18. Estos
resultados demostraron la intervención de EA-metilencolesterol como

precursor de withanólidos en Acnísrus brevírlorus. Por otra parte

de acuerdo a los valores de incorporación obtenidos a distintos

tiempos desde la inoculación se pudo determinar que los mejores

resultados se obtenían en las experiencias de 48 horas.
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TABLA18.1ncorporacíón absoluta de 24-metílencolesterol [24-‘“CJ

37a a withanólidos en hojas de A. brevíflorus.

37a ¿L Q 2 c
absorb.*

(dpm) 24 68 72 96hs 2Q 48 72 96hs QB 72 96hs

l 308.857 0,44 2,06 1,89 -- 0,31 1,04 -- -- -— —— ——

2 114.354 —- 1,01 0,93 0,14 -— 0,97 0,87 0,08 0,97 0,87 0,09

3 218.088 0,50 —- -- -- 0,11 —- -— —— —— —— ——

4 191.404 -- 0.94 -- -- -- 0,25 -- -- -- -- —

Actividad específica de 24-metí1encolesterol [24-1“CJ: 6x10“

dpm/mg. Porcentajes de incorporación absoluta a 24, 48, 72 y 96

horas respecto de al; absorbido.

* pg de 24-metilencolesterol absorbido por hoja, 1: 52; 2: 20; 3:

36; Q: 32.
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INCORPORACIONDE EQ-METILENCOLESTEROL E24-‘“C, 7-9HJ

La última parte del trabajo planeado consistía en administrar
una mezcla de relación SJH/1“Cconocida de EQ-metilencolesterol

[7-3HJ y 84-meti1encolesterol [24-140] y al tiempo de incorpo
ración máximaaislar los withanólidos verificando si en los mismos

se habia modificado o no la relación “H/‘4C.

Se utilizó EQ-metilencolesterol [24-‘“C] de actividad

específica óxlob dpm/mgy Eh-metilencolesterol [7-“HJ de

actividad específica 1,2x10ó dpm/mg,sintetizados de acuerdo a lo

descripto en el capítulo 3. La actividad especifica de la mezcla de
24-metilencolesterol [24—‘“C,7-“HJ empleada en las experien

cias fue de 1,33x10“ y O,93x10“ dpm/mg de 1"'C.y “H respec

tivamente (EH/1“C=0,7). Dado que en estas experiencias se

suministró una masa considerablemente mayor del precursor por hoja

era dable esperar una menor incorporación absoluta en caso que el

sistema se encontrara trabajando a su máximacapacidad. Los
withanólidos fueron aislados de acuerdo a lo anteriormente

descripto y se sometieron a una segunda purificación por CLARen

fase reversa obteniéndose un solo pico correspondiente al tiempo de

retención de los mismos. A partir de la fracción menos polar
resultante del fraccionamiento del extracto crudo en columna de

silicagel, se aisló el EA-metilencolesterol absorbido por las hojas

y no procesado. Esto se llevó a cabo por CLARen fase reversa

eluyendo con acetonitrilo:acetato de etilo:metanol (2:2:1). En 1a

figura 44 se representa el cromatogramacorrespondiente, donde el

pico de EQ-metilencolesterol aislado, coeluyó con una muestra
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Figura 44. Aislamiento por CLARen fase reversa del EQ-metílen

colesterol (ala) absorbido por las hojas y no bíotrans

formado. Columna: Altex Ultrasphere ÜDS5 pm (250x10 mm

DI), eluyente: acetonítrilozacetato de etílozhexano
(2:2:1), flujo: 3m1/min, tr=10,8.

autentica de este esterol. La relación “H/1“Cencontrada para

el mismofue de 0,8. Los resultados obtenidos para los withanólídos
aislados se muestran en la tabla 19.

En base a los valdres de relación 3H/1“Cencontrados se

puede establecer que la cadena lateral de EQ-metílencolesterol

hasta C-Eq no se pierde en su biotransformacíón a withanólidos. Por

otra parte sí se consideran los buenos valores de incorporación

obtenidos para este precursor en Acnísrus brevíflorus (tabla 18)
y los antecedentes bibliográficos discutidos es de esperar que el
mismointervenga en 1a ruta principal a withanólidos a partir de me

valonolactona. En tal caso este último resultado junto con la con

firmacíón de la perdida del C_Eóde los withanólidos bíosíntetiza
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dos a partir de mevalonolactona [2-1“CJ implicarían que 1a ruptu

ra de la cadena lateral ocurre entre el C-EQy el C-ES, o bien que

el 24-meti1encolesterol puede sufrir la perdida del C-Eó, por ejem

plo, a traves de un mecanismooxidativo seguido de descarboxila

ción. En la figura 45 se representan estos dos posibles caminos bio

sintétícos con ruptura de la cadena lateral que conducirian a

withanólidos a partir de mevalonolactona [2-1“CJ.

TABLA19. Experiencias de incorporación de 24-meti1encolesterol

[24-1“C, 7-“HJ.

Exp. Cant. hojas R mH/1“C
_1_1 _

1“ l 0,7 0,7
E“ 7 0,6 0,7
3 12 0,7 _
4 4.3 0,7 —

“ Incorp. abs. 0,2%; masa absorbida por hoja 103 pg.
“ Incorp. abs. 0,25%; masa absorbida por hoja 101 pg.
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Figura 45. Posibles caminos bíosíntéticos que conducírían a

wíthanólidos a partir de mevalonolactona [2-14C].



CAPITULO V

PARTE EXPERIMENTAL



GENERALIDADES

Los puntos de fusión (PF) fueron determinados en un aparato

Fisher-Johns y no han sido corregidos.

Los espectros de absorción en el infrarrojo se realizaron con

un espectrofotómetro Perkin-Elmer modelo 710-B, sobre una

dispersión de la muestra en nujol.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de ‘H (RMN

1H) y de 13€ (RMN19€) se realizaron a 100 y 25,2 MHz

respectivamente en un espectrómetro Varian XL-lOO-15, operando por

pulsos y transformada de Fourier, con una computadora óEO-L-IOOy

una unidad de discos magnéticos Sykes-7000. El solvente empleado

fue cloroformo deuterado (ClmCD)salvo en los casos en que se

indique lo contrario. En todas las determinaciones se utilizó
tetrametilsilano (TMS)comoreferencia interna. Los desplazamientos

quimicos (6) se expresan en partes por millón (ppm) respecto del

TMSy las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Las señales

de RMN1"Hse indican en cada caso como: s (singulete), d

(doblete), t (triplete), c (cuarteto), m (multiplete) y ba (banda
ancha).

Los espectros de RMN1H se obtuvieron en tubos de 5 mm

aplicando pulsos de 90° y un tiempo de repetición de 4,7 segundos

sobre un ancho espectral de 1500 Hz. Los espectros de RMN1MBse

midieron en tubos de 5 mmutilizando pulsos de 45° con un tiempo de
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repetición de 0,71 s sobre un ancho espectral de 5700 Hz. Los

espectros de RMN13€ totalmente desacoplados de 1H se

obtuvieron por irradiación de los protones a una frecuencia central

correspondiente a 4 ppm, modulada por un barrido de onda cuadrada.

Las multiplicidades de las señales fueron determinadas por la

técnica de ecos de spin con desacople alternado (APT: test de

protones vecinales) [73] utilizando una secuencia de pulsos

90(ix)-T-180(iy)-T-FID (T: 7 mseg) y cortando el desacoplador en el

período entre los pulsos.

Los espectros de RMN1"‘"Ccon desacople selectivo se

obtuvieron por irradiación de la señal de hidrógeno deseada con una

frecuencia única de baja potencia (0,5 watt).

El espectro CÜSY45 lH-‘H fue realizado en un espectrómetro

Brucker AM-SOO(Center for Biological NMR,Texas A&MUniversity,

E.E.U.U).

Los espectros de masas (EM) se realizaron a 70 eV en un

espectrómetro de masas Varian-Mat-CH-7A, comandado por una

computadora Varian-Mat-Data-System 160, por inserción directa de la
muestra.

Los espectros de masas de jaborosalactona P fueron realizados

en un espectrómetro de masas VGAnalytical ZABSEQ (VGAnalytical,

Manchester, Inglaterra). El espectro de impacto electrónico fue

realizado a 70 eV y el FABfue determinado en matriz de tiogli
cerol.

El espectro de difracción de rayos X fue realizado en un

difractómetro Nicolet Ram/V (Department of Chemistry, Texas A&M

University) con monocromador de grafito orientado MoKaX= 0,71073;



los datos fueron medidos para 4,0°S20550,0° a -BO°C.

Las cromatografias líquidas de alta resolución (CLAR)se

realizaron en un cromatografo líquido Hewlett-Packard 1084 con

detector UVoperando a 220 nm e inyector automatico de volumen

variable o en un cromatógrafo líquido Micromeritics equipado con un

inyector manual (modelo 730) y detector de indice de refracción.

Las condiciones utilizadas se indican para cada caso en particular.

La columnausada para separaciones analíticos y preparativos

(hasta 150 pg) fue Whatman PartiSil-IO UDS-8 (250x4,ó mmDI) y en

separaciones preparativas a mayor escala se usó una columna Alltech

R-Sil 18 HL 10 pm (500x10 mmDI) y/o una Altex Ultrasphere ODS 5 pm

(250x10 mmDI).

Las cromatografías gas-líquido se realizaron en un cromatógrafo

Hewlett-Packard 5890Aacoplado a un integrador Hewlett-Packard

3392A.

Las cromatografias en capa delgada (ccd) analíticas se

realizaron sobre gel de sílice en cromatoplacas de Aldrich Chem.

Co.. La detección se llevó a cabo por inmersión en una solución de

ácido sulfúrico 10%en etanol y posterior calentamiento a lOO°Co

por exposición a vapor de iodo. Tambiense realizaron cromatogra

fias analíticas en fase reversa HPTLC-Rp18 (Aldrich Chem. Co.).
Los sistemas de desarrollo utilizados en ccd analítica en

silicagel fueron: 1- hexano:AcOEt (60:40); E- hexano:AcÜEt (55:45);



3- hexano:AcOEt (50:50); 4- hexano:AcOEt (75:25); 5- dic10ro

metano:metanol (99:1); ó- diclorometano:hexano (2:1); 7- diclo

rometanozhexano (1:1); 8- diclorometano:metanol (97:3); 9- diclo

rometano:metanol (95:5); 10- AcÜEt; 11- AcÜEt:hexano:isopropanol

(30:3:8); 18- hexano:ácido acético (96:4). Las mezclas de solventes

estan expresadas en relaciones de volúmenes.

Las cromatografías en columnas (CC) se realizaron utilizando

como adsorbente silicagel grado 923, malla 100-200 (D) Davidson

Chemical y silicagel H (Merck, 10-40 pm) (H) eluídas bajo presión

de nitrógeno. Las cromatografias "flash" (F) se realizaron según 1a

referencia [144] utilizando gel de sílice (Kieselgel 60, malla
230-400, Merck) y bajo presión de nitrógeno.

Las mediciones de radioactividad se realizaron en un

espectrómetro de centelleo líquido Packard Tri-Carb 3003. Las

muestras se disolvieron en una mezcla de 1 m1 de agua y 14 ml de

una solución centelladora de dioxano que contenía 100 g de

naftaleno, 7 g de 2,5-difeniloxazol (PPD) y 300 mg de

l,4-bis-E-(4-metil-5-feniloxazolil)-benceno por cada 1000m1.

Los solventes fueron purificados por destilación y evaporados a

presión reducida a menos de Q5°Cen rotavapor-R (Buchi). Los

solventes para CLARfueron bidestilados y filtrados a través de

membranas de teflón de 0,45 pm de tamaño de poro. Los solventes

anhidros se prepararon según las siguientes tecnicas:

-diclorometano: se reflujó sobre pentóxido de fósforo, destiló y
guardó sobre tamices moleculares 4A.

-benceno: se reflujó sobre cinta de sodio, destiló y guardó sobre
trozos de sodio.
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-eter etílico: se pasó a traves de una columna de alúmina neutra y

se reflujó sobre sodio-benzofenona hasta coloración azul. Se

destiló antes de usar. Para la reacción de síntesis de

38-acetoxicolest-S-en-EQ-ona se recogió el destilado sobre alúmina
neutra.

-tetrahidrofurano: se reflujó sobre sodio-benzofenonahasta colo

ración azul y destiló antes de usar.

Las acetilaciones se realizaron por tratamiento de 1 mmolde

esteroide con anhídrido acético (7 ml) y piridina (7 ml) durante 15

horas a temperatura ambiente.

El agua tritiada y el bromoacetato de etilo [1-1“C] fueron

provistos por la Comisión Nacional de Energía Atómica, Argentina.

La (R,S) mevalonolactona [2"1“C] 48,6 mCi/mmolfue adquirida

a New England Nuclear Corp.

Reactivos generales
El magnesio utilizado en las síntesis del reactivo de Grignard

se desengrasó con eter etílico y se secó en estufa con vacío a
120°C durante 24 horas.

El zinc utilizado se activó por tratamiento con ácido

clorhídrico IN y posterior lavado con agua, etanol absoluto y éter

etílico; se secó en estufa a l Torr y 110°Cdurante 12 horas.

El cloruro gg ¿ing anhidro se obtuvo por fusión en cápsula y
solidificación en atmósfera anhidra.

El cloruro gg cadmio anhidro se obtuvo por secado en estufa a

110°C durante 24 horas.

El reactivo d Jong_ se preparó disolviendo 27 g de trióxido de
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cromo en una mezcla de 83 m1 de ácido sulfúrico (c) y 100 m1 de

agua.

Solución etérea de bromuro de isopropilmagnesio

Se agregó éter anhidro (3 m1) y bromuro de isopropilo (875 pl)

sobre magnesio (70 mg) bajo atmósfera de nitrógeno anhidro (exclu

yendo totalmente el oxígeno) con agitación. Se dejó reaccionar

durante 35 minutos a temperatura ambiente hasta total desaparición

del magnesio, obteniéndose una solución transparente e incolora.
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SINTESIS DEL ACIDO 35-ACETDXICOL-S-EN-E4-OICÜ (55h)

Bromurode carbetoximetiltrifenilfosfonio

Se secó trifenilfosfina (19,65 g) disolviendo en benceno anhi

dro y llevando a sequedad en rotavapor. La trifenilfosfina anhidra

se disolvió en benceno (37,5 ml) y se agregó una solución de bromo

acetato de etilo (8,3 ml) recién destilado en benceno (37,5 ml). Se

dejó agitando durante 16 horas. El sólido resultante se filtró y

lavó con tolueno y pentano. Se obtuvo bromuro de carbetoximetíl

trifenilfosfonio (30 g, rend. 93%)de PF:157-158 °C (lit. [106]
157-158°C).

RMN1H: 6 1,08 (3H, t, J=7Hz, -COHCHmCfi3); 4,06 (EH, c,

J=7Hz, —CÜECfiflCH3);5,58 (EH, d,J=14Hz, ‘CuaCÜaEt);

7,58-8,03 (15H, m, H aromáticos).

Carbetoximetilentrifenilfosforano (gg)
Se disolvió bromurode carbetoximetiltrifenilfosfonio (l g) en

agua (23,4 ml) y se enfrió a O °C. Sobre esta solución se agregó

con agitación gota a gota NaOH0,1N hasta viraje de fenolftaleina.

El precipitado blanco obtenido se filtró y se lavó con agua fría.

Se secó en desecador y se obtuvo carbetoximetilentrifenilfosforano
(gg) (0,75 g, rend. 94%) de PF:124—125°C (lit. [106] 184-125°C).

RMN1H: 8 1,02 (3H, t, J=7Hz, -COmCHmCfl3); 3,4 (1H, ba,

-fiC=PPha); 3,97 (EH, c, J=7Hz, -CÜBCfiECH3);7,30-7,90 (15H,

m, H aromáticos).



3-oxocola-4,EE—dien-24-oato de etilo (93;)

Se disolvió EOB-carboxaldehido-3-oxopregn-4-eno (61) (600 mg)

en acetonitrilo (37 ml) y se agregó una solución de carbetoxime

tilentrifenilfosforano (gg) (750 mg) en acetonitrilo (3 ml). Se

dejó agitando durante tres dias a T ambiente. Por evaporación del

solvente se obtuvo un producto crudo que se purificó por columna de

silicagel (F) eluyendo con hexano-acetato de etilo (60:40). Se

obtuvo 3-oxocola-4,22-dien-84-oato de etilo (93;) (688 mg, rend.

95%), homogéneo por ccd (sistema 1).

IR (cm‘ï): 1720 (8:0, ester); 1670 (8:8, A4-3-ceto); 1640 (C=C);

1200 (C-Ü), 990 (olefina trans).

RMN1H: 6 0,76 (3H, s, Me-18); 1,10 (3H, d, J=7Hz, Me-El); 1,20

(3H, s, Me-19); 1,3 (3H, t, J=7Hz, -COHCHECfim);4,19 (EH, c,

J=7Hz, -COaCfifiCH3); 5,74 (1H, s, H-4); 5,75 (1H, d, J=16H:,

H-23); 6,84 (lH, dd, J=16 y J=9Hz, H-Ea).

EN, m/z (Z): 398 [M*J (97,6), 356 (65,8), 271 (75,7), 229 (68,8),

149 (68,2), 147 (83,9), 145 (74,8), 133 (77,5), 128 (100), 124

(89,3), 123 (75,5), 119 (75,4), 109 (68,3), 107 (80,5), 93 (68,0).

Co1a-3,5,EE-trien-E4-oato de etilo (gg) y

3,3-dimetoxicola-5,EE-dien-24-oato de etilo (61).
Se disolvió 3-oxocola-4,22-dien-E4-oato de etilo (gig) (38,6

mg) en metanol caliente (3,5 ml) y se agregó con agitación

CeClm.7HmO (15 mg) y NaBHu (38,6 mg). Se dejó reaccionar

durante 5 minutos, se agregó ácido clorhídrico 10%hasta leve

acidez y se dejó a este pH durante 10 minutos. La mezcla de

reacción se diluyó con agua y se extrajo con diclorometano. La
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solución orgánica se secó sobre sulfato de sodio anhidro, se filtró

y se evaporó el solvente. El producto obtenido resultó una mezcla

de dos compuestos principales según el análisis por ccd en

silicagel (sistema 2). El espectro de RMN1Hde la mezcla indicó

1a presencia de gg y 91 en relación 2:1.

RMN‘H: gg 5 0,72 (3H, s, Me-18); 0.96 (3H, s, Me-19); 1,08

(3H, d J=7Hz, Me-Bl); 1,3 (3H, t J=7H2, -C0aCHHCfip); 4,19

(EH, C J=7Hz, -CDHCfifiCHQ),5,36 (1H, ba, H-6); 5,54 (1H, da

J=10Hz, H-3); 5,73 (1H, d J=16Hz, H-EB); 5,91 (1H, da J=10Hz, H-4);

6,84 (lH, dd J=16 y 9Hz, H-EE).

RMNJ-H: QZ 8 0,75 (3H, s, Me-18); 1,04 (3H, s, Me-19); 1,10

(3H, d,J=7Hz, Me-El); 1,3 (3H, b J=7Hz, -CÜECHgCfig); 3,33 y

3,35 (3H, s, -ÜCH3); 4,19 (EH, q J=7Hz, -CÜeCflmCHm),5,36

(1H, ba, H-6); 5,73 (lH, d J=16Hz, H-23); 6,84 (1H, dd,J=16 y 9Hz,

H-EE).

3-acetoxico1a-3,5,EE-trien—84—oato de etilo (gg)

Se disolvió 3-oxocola-4,82-dien-24-oato de etilo (95;) (674

mg) en ACQO(34,4 ml) y se agregó ACCI (41,3 m1). La solución se

calentó bajo reflujo en atmósfera de nitrógeno durante 16 horas, se

evaporó el solvente y se completó el secado a 0,5 Torr. Se obtuvo

3-acetoxicola-3,5,EE-trien-84-oato de etilo (gg) (670 mg, rend.
90%), homogéneo por ccd (sistema 3).

RMN1H: 0,76 (3H, s, Me-18); 1,10 (3H, d, J=7Hz, Me-El); 1,88

(3H, s, Me-19); 1,3 (3H, t, J=7Hz, —CÜHCHQCHfl);8,13 (3H, s,

CHQCÜE-); 4,18 (EH, c, J=7Hz, -CÜaCfiaCHm); 5,39 (1H, da,

H-6); 5.68 (1H, s, H-4); 5,76 (1H, d, J=16Hz, H-E3); 6,84 (1H, dd,

J=16 y J=9H2, H-EE).
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Acido BB-hidroxicola-S,22-dien-Eh-oico (gig)

Se disolvió 3-acetoxicola-3,5,22-trien-24-oato de etilo (gg)
(670 mg) en etanol 95% (350 ml) y se enfrió a 5°C. Se disolvió

NaBHq(1,27 g) en etanolzagua (70:30) (38 ml) y sobre esta

solución se agregó la solución de gg enfriada. Se dejó 2,5 horas

a 5°C, se calentó a ebullición y se agregó una solución acuosa de

NaÜH5% (32 ml). La mezcla se calentó bajo reflujo durante 15 horas

y se evaporó el etanol. La fase acuosa resultante se lavó con éter

etílico, se acidificó hasta pHE y se extrajo exhaustivamente con

éter. El extracto etereo se secó sobre sulfato de sodio, se filtró

y se evaporó el solvente. Se obtuvo acido BB-hidroxicola-5,22

-dien-24-oico (92;) (552 mg, rend.?BZ), homogéneopor ccd
(sistema 4).

RMN1-H: 6 0,73 (BH, s, Me-IB); 1,08 (BH, s, Me-19); 1,11 (3H, d,

J=7Hz, Me-El); 3,6 (lH, sa, H-3); 5,35 (lH, da, H-ó); 5,75 (1H, d,

J=lóHz, H-23); 6,96 (lH, dd, J=16 y J=9Hz).

Acido 38-acetoxico1a-5,22—dien-24-oico (929)

Se disolvió el ácido SB-hidroxicola-5,28-dien-EA-oico (92;)

(552 mg) en piridina anhidra (14 m1) y se agregó anhídrido acético

(14 ml). Se dejó reaccionar a temperatura ambiente durante ló ho

ras, se agregó agua y ácido clorhídrico hasta pH 3, la mezcla se

agitó 1 hora y se extrajo con diclorometano. El extracto se secó

sobre sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el solvente. Se

obtuvo el ácido BB-acetoxicola-5,22-dien-24-oico (gig) (596 mg,

rend. 97%), homogéneo por ccd (sistema l).

RMN1H: a 0,73 (SH, s, Me-IB); 1,03 (BH, s, Me-19); 1,11 (BH, d,
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SINTESIS DE 35-ACETOXICDLEST-S-EN-EQ-DNA (54h)

Cloruro de 36-acetoxicola-5,28-dien-24-oilo (2;)

Se suspendió el acido 38-acetoxicola-5,EE-dien-84-oico (gig)

(100 mg) en benceno anhidro (2 ml) y se agregó cloruro de oxalilo

(E m1). Se dejó 1 hora a temperatura ambiente y en reposo. Se eva

poró el solvente, se agregó benceno (3 ml) y se volvió a evaporar

hasta sequedad. Se completó el secado a 0,5 Torr. Se obtuvo ZA

(104 mg, rend. 100%).

RMN1H: 5 0,74 (SH, s, Me-IB); 1,03 (BH, s, Me-19); 1,15 (BH, d,

J=7Hz, Me-El); 2,04 (BH, s, —0COCfifl),4,6 (lH, H-3), 5,38 (lH,

da, H-ó); 6,01 (1H, d, J=16Hz, H-23), 7,11 (1H, dd, J=ló y J=9Hz,

H-EE).

Cloruro de 38-acetoxícol-5-en-EQ-oilo (51)

Se empleó el procedimiento descripto para 1a preparación de

11. Se partió de 5:9 (100 mg), benceno anhidro (2 ml) y cloruro

de oxalilo (2 m1). El tiempo necesario para completar la reacción

fue de 5 horas (104 mg, rend. 100%).

IR (cm“1):1795 (C=0, cloruro de ácido), 1735 (C=Ü, éster).

RMN1-Hen Qfigh: 8 0,55 (BH, s, Me-IB); 0,71 (3H, q J=7Hz,

Me-El); 0,92 (3H, s, Me-19), 1,75 (BH, s, CHQCÜH-);4,58 (1H,

ba, H-3); 5,34 (lH, da, H-ó).
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Reacción del cloruro de 38-acetoxicola-S,EE-dien-EQ-oilo (ZL)

con ioduro de isopropilmanganeso

Preparación de ioduro manqanoso.

Se agregó éter etílico anhidro (10 ml) sobre iodo (2,54 g) y

manganeso en polvo (550 mg). Se dejó reaccionar durante 15 horas

con agitación a temperatura ambiente y en atmósfera anhidra.

Después de este tiempo se observó desaparición del color metalico

del manganeso y la formación de un sólido de color rosado. Se

evaporó el éter y se guardó en atmósfera de nitrógeno en oscuridad.

Preparación de ioduro de isopropilmanqaneso.

Se suspendió íoduro de manganeso (64,9 mg) en éter etílico anhi

dro (2 m1) bajo atmósfera de nitrógeno y se agregó 1 equivalente de

solución de bromuro de isopropilmagnesio (pagina 135). Se dejó

reaccionar durante E horas a temperatura ambiente con agitación.

Reacción con Z;

Se agregó una solución de ZL (30 mg) en diclorometano anhidro

(2 m1) sobre la suspensión de ioduro de isopropilmanganeso

manteniendo 1a temperatura en -30°C. Después de 15 minutos, se dejó

que la mezcla de reacción alcanzara 1a temperatura ambiente y se

mantuvo a esa temperatura durante 3 horas con agitación. Se agregó

ácido clorhídrico 1N (5 m1) y se extrajo con diclorometano. E1

extracto se secó con sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el

solvente. El analisis por ccd (sistema 1) mostró 1a presencia
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mayoritaria del ácido 622 y en menor proporción un producto de

mayor movilidad que correspondió a 3B-acetoxícolesta-5,22-dien

—24-ona ZQ. La mezcla se separó por cromatografía en columna de

silicagel (F) eluyendo con hexanozacetato de etilo (60:40). Se

obtuvo 1Q (5 mg) puro, homogéneo por ccd (sistema 1).

IR, cmm‘: 1735 (C=Ü, ester), 1695 (8:0, cetona a,B-insaturada),

1625 (C=C), 990 (olefina trans).

RMN1H: 6 0,72 (3H, s, Me-18); 1,025 (3H, s, Me-19); 1,09 (3H, q

J=7Hz, Me-21); 1,26 (6H, d, J=Hz, —COCH(Cfig)E);2,04 (3H, s,

-OC0Cfl3); 2,8 (lH, m, J=7Hz, H-25); 4,6 (1H, sa, H-3); 5,38 ( 1H,

da, H-6), 6,06 (1H, d, J=16Hz, H-23), 6,73 (lH, dq J=16 y 9 Hz,

H-22).

Hidrogenación de una mezcla de 69h y Z_

Se disolvió una mezcla 1:1 de 939 y _Q (50 mg) en EtOH abso

luto (10 ml) y se agregó Pd-C 10% (5 mg). La mezcla se hidrogenó a

presión atmosférica y temperatura ambiente durante 15 horas con agi

tación. Se filtró el catalizador sobre lecho de celite y se evaporó

el solvente. Se obtuvo una mezcla constituida según el espectro de

RMNJH por gig y acetato de 24-cetocolesterol 35g. La misma

se separó en las condiciones descriptas más arriba.

RMN1H: 6 0,69 (3H, s, Me-18); 0,93 (3H, d, J=7Hz, Me-21); 1,03

(3H, s, Me-19); 1,09 (6H, d, J=7Hz, -CDCH(Cfifi)g); 2,04 (3H, s,

-OCOC&H);2,58 (1H, m, J=7Hz, H-25); 4,6 (lH, sa, H-3); 5,38 (

1H, da, H-6).

EM, m/z: 442 (MW) (3,5); 382 (M-CHmCOÜH)(100); 367 (15,7); 315
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(3,5); 296 (19,3); 281 (12,2); 255 (24,5); 253 (12,5); 228 (9,1);

ao (27,7); 211 (5,7); 71 (76,3).

Reacción de 71 con bromuro de isopropilmagnesio

Método A. En benceno.

Se agregó gota a gota y con agitación 1 equivalente de solución

etérea de bromuro de isopropilmagnesio sobre una solución de Z;

(50 mg) en benceno anhidro (4 ml) bajo atmósfera de nitrógeno a
5°C. Se detuvo la reacción por agregado de solución de ácido

clorhídrico IN (8 ml) y se extrajo con diclorometano. La solución

organica se secó con sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el

solvente. El analisis por ccd (sistema 3) reveló la presencia del

acido 929, la cetona ZQ y un componente de menor movilidad que

correspondió al alcohol 1g. La mezcla se separó en sus compo

nentes por cromatografía en columna de silicagel eluyendo con

acetato de etilo:hexano (40:60). Las cantidades de los productos

obtenidos no fueron reproducibles sin embargose obtuvieron

rendimientos que oscilaron entre 25 y 50%de 2;.

IR, cmm1: 3400 (müH, alcohol); 1150 (C-O).

RMN1H: 8 0,72 (BH, s, Me-lB); 0,82 (óH, d, J=7Hz,

‘CH(CU3)H); 0,87 (óH, d, J=7Hz, ‘CH(Cflm)a); 1,03 (BH, s,

Me‘19); 1,13 y 1,15 (BH, d J=7Hz, Me-21); 2,04 (3H, s,

CflaC0a—); 4,6 (1H, ba, H-3); 5,35 (2H, d,J=12Hz, H-22 y 23);

5,39 (1H, ba, H-ó).

Método B. En Tetrahidrofurano.

Se siguió un procedimiento idéntico al del metodo A. Se
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disolvió Zl (50 mg) en tetrahidrofurano anhidro (4 ml) y la

temperatura de reacción se mantuvo a -78°C. Se obtuvieron

resultados análogos al métodoanterior.

Reacción de :1 con bromuro de isopropilmagnesio

(en benceno o en tetrahidrofurano)

Se siguió el mismoprocedimiento en ambos solventes que para

ZL. Los resultados fueron similares, aunque los rendimientos del

alcohol correspondiente Z; oscilaron entre 15 y 20%cuando se usó

benceno como solvente y entre 20 y 35% cuando se usó

tetrahidrofurano comosolvente.

IR, cm“¿: 3400 (-ÜH, alcohol); 1150 (C-Ü)

RMNI-H: 6 0,69 (BH, s, Me-lB); 0,93 (BH, d, Me-el); 0,94 (12H, d,

J=7Hz, -CH(Cfifi)m); 1,02 (BH, s, Me-19); 2,04 (BH, s,

Guacofl_); 4,64 (1H, m, H-3); 5,39 (1H, ba, H-ó).

Reacción de Zl con bromuro de isopropilmagnesio en presencia de
acetilacetonato de hierro (III)
Preparación gg acetilacetonato gg hierro (III).

Se agregaron tres equivalentes de acetilacetona sobre 1 equiva

lente de hidróxido ferrico (preparado a partir de cloruro ferrico e

hidróxido de sodio) y la mezcla se dejó a temperatura ambiente y

con agitación durante 80 horas. El sólido rojo obtenido se filtró y

se lavó con agua. Se disolvió en diclorometano y se evaporó el

solvente a sequedad. Luego se disolvió en benceno y se evaporó

nuevamente el solvente. Se completó el secado a 0,5 Torr. PF:
182-184°C (lít. C145] lea-184°C).
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Reacción Egg ZL.

Se preparó bromuro de isopropilmagnesio utilizando Mg (óO mg),

bromuro de isopropilo (300 pl) y tetrahidrofurano anhidro (3 ml),

de acuerdo al procedimiento general descripto en la página 135.

Sobre acetilacetonato de hierro (III) (16 mg) y Z; (50 mg) en

tetrahidrofurano anhidro (1,5 ml) se agregó la solución de bromuro

de isopropilmagnesio (300 pl) recien preparada, manteniendo la

temperatura en 0°C. Se dejó subir la temperatura hasta la ambiente,

luego de 10 minutos se detuvo la reacción por agregado de ácido

clorhídrico 1Ny se extrajo con diclorometano. El extracto se secó

sobre sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el solvente. El

producto obtenido se purificó por cromatografía en columna de

silicagel (F) eluyendo con hexano:acetato de etilo (70:30). Se

obtuvo ZQ (25 mg, rend. 49%), 92g (15 mg) y un producto que se

identificó como el dimero zg (7 mg).

RMN1H Zí: 6 0,73 (3H, s, Me-IB); 1,03 (BH, s, Me-19); 1,11

(3H, d, J=7Hz, Me-21); 2,04 (3H, s, —ÜCÜCUQ);4,6 (1H, sa, H-3);

5,38 (lH, da; H-ó); 5,81 (lH, d, J=lóHz, H-EB); 7,01 (1H, dd, J=ló

y J=9Hz, H—ee).

Reacción del cloruro de 35-acetoxicolenilo (51) con bromuro de

isopropilmagnesio-bromuro de zinc

Se agregó 1 equivalente de solución etérea de bromuro de

isopropilmagnesio sobre una suspensión de bromuro de zinc (23 mg)

en benceno anhidro (2 m1) manteniendo la temperatura a 5°C. Se

agregó posteriormente EZ (40 mg) disuelto en benceno (8 ml) y se
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agitó la mezcla de reacción durante 10 minutos permitiendo que la

temperatura se elevase a la ambiente. Se detuvo la reacción por

agregado de ácido clorhídrico lN (ó ml) y se extrajo con dicloro

metano. El extracto se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y

evaporó el solvente. El producto obtenido se purificó según lo

descripto en la preparación anterior. Se obtuvo ZQ (18 mg) y

gig (19 mg) identificados por los espectros de RMNJH correspon
dientes.

Reacción de Zl con bromuro de isopropílmagnesio-ioduro de zinc

Preparación g_ íoduro gg ¿ng.

Se hizo reaccionar polvo de zinc (500 mg) con iodo (2 g), en

éter anhidro (10 ml) bajo atmósfera anhidra durante 16 horas y en

ausencia de luz. La solución resultante se fíltró y se evaporó el

solvente. Se completó el secado a 0,5 Torr. El sólido blanco (2,4

g, rend. 98%)resultante se conservó en oscuridad.

Reacción ggg _¿

Se agregó 1 equivalente de solución eterea de bromuro de

isopropilmagnesio sobre ioduro de zinc (370 mg) en éter etílico

(2,5 ml) con agitación a O°Cy en atmósfera de nitrógeno. Sobre

esta solución se agregó ZL (50 mg) disuelto en diclorometano (4

ml). Se dejó reaccionar durante una hora. Se agregó ácido clo

rhídrico 1Ny se extrajo con diclorometano. El extracto se secó

sobre sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el solvente. El

residuo se purificó por cromatografía en columna de silicagel (F)
eluyendo con hexanozacetato de etilo (60:40). Se obtuvo un producto
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que se identificó como3B-acetoxicola-5,EE-dien-E4-oato de etilo

(2:).
RMN1H: 5 0,73 (3H, s, Me-lB); 1,03 (3H, s, Me-19); 1,11 (3H, d,

J=7Hz, Me-El); 1,3 (3H, t J=7Hz, 'CÜHCHaCfim);8,04 (3H, s,

—0COCflm);4,19 (EH, q J=7Hz, —COmCfiaCH3);4,6 (lH, sa,

H-3); 5,38 (1H, da; H-ó); 5,74 (1H, d, J=lóHz, H-23); 6,85 (1H, dd,

J=ló y J=9Hz, H-ae).

Reacción de cloruro de 3B-acetoxicolenilo El con bromuro de

isopropilmagnesio-cloruro de cadmio

Obtención gg 3Q-gggloxicolest-á-gg-Qï-ggá (gig).

La reacción se llevó a cabo en un tubo como el esquematizado

más abajo en atmósfera de nitrógeno (libre de 0m). Se preparó

bromuro de isopropilmagnesio según lo descripto (pag. 135) a partir

de Mg (70 mg), í-PrBr (875 pl) y éter anhidro (2 m1). Sobre la

solución del Grignard enfríada a O°Cse volcó cloruro de cadmio

anhidro (625 mg) finamente pulverizado y se dejó durante EOminutos

con agitación a la misma temperatura. Se agregó EZ (105 mg)

disuelto en benceno anhidro (6,5 m1) y la suspensión se agitó

durante 10 horas a temperatura ambiente. Se detuvo la reacción por

agregado de una solución de ácido clorhídrico lNztetrahidrofurano

(1:1). Se agregó ácido clorhídrico 0,2N y se extrajo con diclo

rometano. El extracto se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y

se evaporó el solvente. El residuo obtenido se purifícó por cromato

grafía en columna de silicagel (D) eluyendo con hexanozacetato de

etilo (60:40). Se obtuvo acetato de E4-cetocolesterol (gig)
(100 mg, rend. 95%), homogéneo por ccd (sistema 1).
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RMN1H: a 0,69 (BH, s, Me-IB); 0,93 (BH, d, J=7Hz, Me-al); 1,03

(BH, s, Me-19); 1,09 (óH, d, J=7Hz, -CÜCH(Cfig)e); 2,04 (BH, s,

-ococufi); 2,58 (lH, m, J=7Hz, H-ES); h,ó (lH, sa, H-3); 5,38

(lH, da, H-ó).

EM, m/z (Z): Ver pag. 143.

i -PngBr

Síntesis de EQ-metílencolesterol (37a)

Reacción gg 38-acetoxi-BQ-cetocolesterol Eggmetilentrifenilfos
forano.

A una suspensión de bromuro de trifenilfosfonio (1,17 g) en
tetrahidrofurano anhidro (30 ml) bajo atmósfera de nitrógeno seco,

se agregó butillitio 1Men hexano (4,3 m1). La mezcla se dejó

agitando a temperatura ambiente durante 45 minutos, tomando esta un

color rojo intenso y apareciendo un precipitado blanco de bromuro



150

de litio. Se agregó entonces 53g (100 mg) disuelto en tetrahidro

furano (5 ml) y se calentó bajo reflujo durante 24 horas. Se agregó

acido clorhídrico lN y se extrajo con éter. Se obtuvieron mezclas

de 53g y az; en proporciones variables (nunca mayor de 60%de

32;) según análisis por cgl, comparandocon muestras auténticas.

Columna: 5%fenilmetilsilicona (35 m capilar, DI: 0,31);

temperatura de inyección: 260°C; flujo: 195 ml/min; tr. de 32;:

6,39 min., tr. de 54a: 8,34 min..

Reacción de 5 b con Zn-CHaBre-TiCI«

_É_ Zn-CHi-¿Br'p-TÍÍ214 cPreparación del reactivo
Sobre una suspensión de zinc activado (288 mg) en tetrahidro

furano anhidro (2,5 ml) se agregó dibromometano anhidro (100 pl) y

se enfrió a —40°Cbajo atmósfera de nitrógeno. Se agregó gota a

gota y con agitación tetracloruro de titanio en un lapso de 15

minutos y se continuó la agitación 3 días a 5°C. La suspensión

resultante se guardó a -EO°C.

Obtención gg 38-acetoxi-84-metilencolest-S-eno (QZQ).

Se disolvió 552 (50 mg) en diclorometano anhidro, se agregó

el reactivo de Zn-CHaBrfirTiCIq (1,2 ml) a O°C y se dejó

reaccionar durante Q5 minutos hasta total desaparición de :_Q

(ccd). Se agregó una pasta de bicarbonato de sodio-agua y se agitó

hasta obtener una solución transparente. La mismase filtró y se

secó sobre sulfato de sodio. Por evaporación del solvente se obtuvo

un residuo el cual se purificó por cromatografía en columna de
silícagel (F) eluyendo con hexano:acetato de etilo (3:1). Se obtuvo
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38-hidroxi-E4-metilencolest-S-eno (325)

Se disolvió 319 (44 mg) en metanol (6,5 ml), se agregó

hidróxido de sodio 10%(0,7 ml) y se agitó durante 45 minutos bajo

atmósfera de nitrógeno. Se agregó agua y ácido clorhídrico 1Nhasta

pH neutro, se extrajo con diclorometano y se secó sobre sulfato de

sodio. Por evaporación del solvente se obtuvo un residuo el cual se

purificó por columna de silicagel (H) eluyendo con hexano:acetato

de etilo (60:40). Se obtuvo 32g (30 mg, rend. 75%), homogéneo por

ccd (sistema 5).

RMN1H: 0,68 (3H, s, Me-18); 0,95 (3H, d, J=7Hz, Me-El); 1,01

(BH, s, Me-19); 1,03 (6H, d, J=7Hz, _CH(Cdg)H); 3,58 (lH, ba,

H-3); 4,69 (EH, da, J=6Hz, CH“: 28); 5,35 (lH, da, J=5H2, H-6).

EM, m/z (Z): 398 M+ (16,3); 383 (10,8); 314 (100); 300 (80,8);

299 (32,8); 271 (57,0); 253 (11,5); 231 (12,3); 213 (20,6).

ENSAYOS CDNDUCENTESA LA SINTESIS DE E4-HETILENCOLESTERÜL [7-3HJ

38-acetoxi-7-bromoco1est-5-en-24-ona (Zé)

Se disolvió 53g (40 mg) en tetracloruro de carbono (3,5 ml)

recien destilado y se agregó N-bromosuccinimida (81,6 mg). La

solución se calentó bajo reflujo durante 85 minutos, se dejó

enfriar y se filtró 1a succinimida. El filtrado se lavó con

solución saturada de tiosulfato de sodio, se secó sobre sulfato de

sodio, se filtró y se evaporó el solvente. Se obtuvo un producto
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homogéneo por ccd (sistema 3) que se identificó como ZQ (47 mg,

rend. 100%).Beilstein: positivo.

RMN1H: 8 0,72 (3H, s, Me-18); 0,93 (3H, d,J=7Hz, Me-21); 1,06

(3H, s, Me-19); 1,10 (6H, d,J=7Hz, -COCH(CUfi)H);2,04 (3H, s,

CHHCDH-);2,58 (1H, m,J=7Hz, H-25); 4,6 (1H, sa, H-3); 4,68

(1H, ba, H-7); 5,76 (IH, q J=6Hz, H-6 7a-Br).

3B-acetoxi-7-bromoco1est-5-eno (ZZ)

Se sintetizó utilizando el mismoprocedimiento que se describió

para Zé. Se partió de acetato de colesterol (2g) (63 mg),

N-bromosuccinimida (31 mg) y tetracloruro de carbono (4 m1). Se

obtuvo un producto homogéneopor ccd (sistema 6) que se identificó

como ZZ (74 mg, rend. 100%). Beilstein: positivo.

RMNJH: 8 0,72 (3H, s, Me-18); 0,88 (6H, q J=7Hz, CH(C53)H);

0,91 (13H, d, J=7Hz, Me-¿2l); 1,04 (23H, s, Pie-19 7a-Br); 1,08 (BH, s,

Me-19 7B-Br); 2,04 (3H. s, CHQCÜE—);4,6 (1H, sa, H-3); 4,68

(lH, ba, H-7); 5,58 (1H, da, H-6 7B-Br); 5,77 (lH, d,J=6Hz, H-6
7a-Br).

Reducción de los 7-bromo a 7-deuterioesteroides

Reacción gg ZZ Egg ioduro de sodio-zinc-Düg.

Se disolvió ZZ (63 mg) en tetrahidrofurano anhidro (6 ml).

Sobre esta solución se agregó DHÜ(0,5 m1), ioduro de sodio

(S9 mg) y zinc activado (59 mg) y se calentó a 80°C con agitación

durante 4 horas. Se filtró la mezcla de reacción sobre celíte. El

filtrado se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el
sovente. El análisis por RMN'H del producto de reacción crudo
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indicó la presencia de 1g [7-9H] pero también de 22 (40%).

RMN1H: 1g 6 0,68 (BH, s, Me918); 0,87 (6H, d J=7Hz,

CH(Cfig)H); 0,93 (BH, d,J=7Hz, Me-21); 1,02 (BH, s, Me-19); 2,04

(BH, s, CHSCÜE-);4,62 (1H, sa, H-B); 5,38 (lH, da, H-6).

RMN1H: 22 8 0,62 (BH, s, Me-18); 0,87 (6H, d,J=7Hz,

CH(CH3)H); 0,91 (BH, s, Me-19); 0,94 (BH, q J=7Hz, Me-21); 2,04

(BH, s, CHQCÜm—);4,64 (1H, sa, H-B); 5,39 (1H, da, H-6); 5,55

(lH, da, H-7).

Reacción g_ ZZ Egg ioduro de sodio-2inc-DpÜ-ácido acético.

Se disolvió ZZ (51 mg) en tetrahidrofurano anhidro (5 ml).

Sobre esta solución se agregó DHO(0,4 ml), ioduro de sodio (49

mg), zinc (49 mg) y acido acético (250 pl) y se calentó a 80°C con

agitación durante B horas. El analisis por RMN‘H del producto

crudo reveló la presencia de 28 [7-“HJ y de 22 (30%) (por

comparación con la mezcla anterior).

Reacción gg Z_ Egg gutillitio-Dug¿

Se disolvió ZZ (54 mg) en tetrahidrofurano anhidro (B ml).

Sobre esta solución enfriada a -117°C se agregó butillitio 1Men

hexano (482 pl) y se dejó reaccionar con agitación durante 1,5

horas. Se agregó DHÜ(0,5 m1) y acido clorhídrico lN, se dejó

subir la temperatura hasta la ambiente y se extrajo con

diclorometano. E1 extracto se secó sobre sulfato de sodio, se

filtró y se evaporó el solvente. La comparación del espectro de

RMN1-Hde la mezcla acetilada con la obtenida en 1a pagina

anterior indicó la presencia de colesterol (78-D) (50%),
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dehidrocolesterol (22) (25%) y de un tercer componente el cual

presentaba una señal a 5,22 ppmy que se asignó tentativamente como

BB-hidroxicolest-ó-eno.

Preparación de NBCNBDa

Se agregó una traza de naranja de metilo a una solución de

NaCNBHacomercial (50 mg) en DMO(0,25 m1). La solución resul

tante se llevó a pH=3 por agregado CID 0,1% v/v y luego se mantuvo

el pH por agregado periódico de CID 0,025% v/v durante 30 minutos.

El intercambio se detuvo por agregado de carbonato de sodio hasta

neutralidad y la solución se evaporó a sequedad. El residuo se

agitó durante una noche con tetrahidrofurano anhidro (4 ml), se

filtró y se secó a 0,5 Torr. El sólido se guardó en atmósfera anhi

dra; se obtuvo NaCNBDa[75%-DJ (50 mg, rend. 97%).

RMN1H: ver página 114.

Purificación de NaCNBDm

Se disolvió NaCNBDg[75%-D] (50 mg) en tetrahidrofurano

anhidro (0,5 m1) y se ajustó el pH a 9 por agregado de ácido

clorhídrico 1M:metanol (1:1). La solución se volcó con agitación

sobre dioxano (1,25 ml), se filtró el precipitado obtenido y el

sólido se agitó durante 2 horas con acetato de etilo (2 ml). Esta
solución se filtró sobre celite y el filtrado se calentó bajo

reflujo. Se agregó dioxano (0,8 ml) y se enfrió a 0°C. El complejo

de dioxano cristalino obtenido se filtró, se secó a 0,5 Torr

durante 4 horas a temperatura ambiente y se guardó en desecador.

Para obtener el hidruro a partir de este complejo, el miSmose



calentó a 80°C a 0,5 Torr.

Reacción de ZQ con NaCNBDQ/ZnCIE

gáracetoxicolest-S-en-24-ona [7-“HJ (Egg-Q).- A una solución

agitada de cloruro de zinc (6,2 mg) recién secado, en éter anhidro

(l ml) se le agregó NaCNBDU(5,7 mg) a temperatura ambiente. La

mezcla se dejó agitando durante 20 minutos en atmósfera anhidra. Se

agregó Zé (45 mg) disuelto en éter anhidro (1 ml) y se dejó

agitando durante media hora. La reacción se detuvo por agregado de

solución saturada de bicarbonato de sodio, se agregó éter y se lavó

con agua y solución saturada de cloruro de sodio. La solución

etérea se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el

solvente. Se obtuvo Sáb-D (38 mg), homogéneo por ccd (sistema 1).

El mismo resultó según su espectro de RMN1H idéntico a una

muestra auténtica de 54h.

Reacción de ZZ con NBCNBDa/ZHCIE

Se empleó un procedimiento análogo al descripto para Zé. Se

partió de 36-acetoxi-7-bromocolest-5-eno (ZZ) (44 mg), cloruro de

zinc (6,2 mg), NaCNBDg(5,6 mg), éter etílico (2 ml). Se obtuvo

acetato de colesterol (2g) [7-“HJ (36 mg, rend. 97%), homogéneo

por ccd (sistema 7).

RMN1H: 1g 6 0,68 (BH, s, Me-18); 0,87 (6H, d,J=7H2,

CH(Cfi9)H); 0,93 (BH, d,J=7Hz, Me-21); 1,02 (BH, s, Me-19); 2,04

(BH, s, CfiaCÜE-); 4,62 (1H, sa, H-B); 5,38 (lH, da, H-ó).
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SINTESIS DE EQ-METILENCOLESTEROL[EQ-‘“CJ (37a)

En todos los casos el procedimiento es idéntico al descripto

para el compuesto frío, excepto aclaración expresa. Todos los

productos fueron espectroscópicamente idénticos (RMN1H y/o EM)a

los análogos no marcados.

Bromurode carbetoximetiltrifenílfosfonio [1-‘“CJ

Se partió de bromoacetato de etilo [1-1“C] (0,4 g) act.esp.

1 mCi/mmol, trifenilfosfina (629 mg), benceno (7 m1). Se obtuvo

bromuro de carbetoximetiltrífenilfosfonio [1-1“CJ (960 mg, rend.

rad. 93%) act. esp. 0.93 mCi/mmol.

Carbetoximetilentrifenilfosforano [1-‘“CJ (gg)

Se partió de bromurode carbetoximetiltrifenilfosfonio

[1-1“C] (960 mg), agua (23,4 m1), NaOH(0,1 N). Se obtuvo

carbetoximetilentrifenílfosforano [1-1“C] (720 mg, rend. rad.

94%) act. esp. 0.94 mCi/mmol.

3-oxocola-Q,EE-dien-EQ-oato de etilo [EQ-‘“CJ (gig)

Se partió de carbetoximetilentrifenilfosforano [1-‘“C3 (gg)

(720 mg), EOB-carboxaldehído-3-oxo-pregnen-4-eno (576 mg),

acetonitrilo (38 m1). Se obtuvo gg; [24-1“CJ (655 mg, rend. rad

80%) act. esp. 0,9 mCi/mmol.

3-acetoxicola-3,5,EE-trien-EQ-oato de etilo [84-‘“CJ (gg)
Se partió de 64a [24-1“CJ (655 mg), anhídrido acético
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(33,4 ml), cloruro de acetilo (40 m1). Se obtuvo gg [EQ-‘“CJ

(665 mg, rend. rad. 98%).

Acido BB-hidroxico1a-5,EE-dien-24-oico [24-*“CJ (gig)

Se partió de gg [24-‘“CJ (651 mg), etanol 95% (340 ml),

borohidruro de sodio (1,23 g), etanolzagua (70:30) (31 ml),

hidróxido de sodio 5% (31 ml). Se obtuvo gg; [29-‘“C] (536 mg,

rend. rad. 98%).

Acido 38-acetoxícola-5,EE-dien-24—oico [24-1“CJ (69b)

Se partió de 69a [EQ-14€] (536 mg), piridina anhidra

(13,5 m1), anhídrido acético (13,5 ml). Se obtuvo ó9b [24—‘“C]

(578,7 mg, rend. rad. 97%).

Acido 38-acetoxícol-S-en-EQ-oíco EEQ-‘“CJ (55h)

Se partió de 69b [84-‘“C] (578 mg), solución de dioxa

no:acético (30:1) (77 ml), óxido de platino (57 mg). Se obtuvo

55h C24-‘“CJ (580 mg, rend. rad. 100%) act. esp. 0,93 mCi/mmol.

Cloruro de 35-acetoxícol-en-24-oico [24-1“CJ (51)

se partió de 55h [24-1“CJ (100 mg), benceno anhidro (E ml),

cloruro de oxalilo (E m1). Se obtuvo 51 [EQ-1“C] (104 mg,

rend. rad. 100%).

38-acetoxicolest-5-en-EQ-ona [24-1“CJ (54h)

Se partió de magnesio (70 mg), bromuro de isopropilo (E75 pl),

éter etílico anhidro (2 ml), cloruro de cadmio (625 mg), EZ



(104 mg) en benceno anhidro (6,5 m1). Se obtuvo 54h [EQ-’“CJ

(100 mg, rend. rad. 95%).

38-acetoxi-24-metilencolest-S-eno [24-‘“CJ (37h)

Se partió de 54h [24-‘“C] (SO mg), diclorometano anhidro

(5 ml), reactivo de Zn-CHmBrm—TiC1h(1,2 ml). Se obtuvo 37b

[24-‘“C] (48 mg, rend. rad. 96%).

SB-hidroxi-EQ-meti12ncolest-5-eno [24-1“CJ (31g)

Se partió de 329 [84-‘“C] (48 mg), metanol (7 m1), NaÜH10%

(0,7 m1). Se obtuvo 32g (33 mg, rend. rad. 75%). El mismo se

sometió a una purificación por CLARen fase reversa, columna Altex

Ultrasphere 5 pm (ESOxlOmm),eluyendo con acetonitrilo:acetato de

etilo:metanol (2:2:1). flujo: 3 ml/min, resultando un único pico a

tr:10,8, act. esp. 1,07 mCi/mmol.

SINTESIS DE EQ-METILENCOLESTEROL[7-3HJ

En todos los casos se empleó el procedimiento descripto para el

compuesto frío.

38-acetoxi-7-bromo-colest-S-en-BA-ona (Zé)

Se partió de 54h (Q0 mg), tetracloruro de carbono (3,5 m1),

N-bromosuccinimida (81,6 mg). Se obtuvo Zé (47 m9, rend. 100%).
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Preparación de NaBSHsCN

Se partió de NaBHmCN(50 m9), “HBO (0,25 m1) act. esp.

8,4 mCi/mmol,ácido clorhídrico 0,1% v/v, ácido clorhídrico 0,025%

v/v, tetrahidrofurano anhidro (4 m1). Se obtuvo NaBSH3CN

(49 mg, rend. 98%) act. esp. 0,22 mCí/mmol.

38-acetoxicolest-S-en-E4-ona [7-3HJ (539)

Se utilizó ZnClm(6,5 mg) en éter etílico anhidro (1 ml),

NaCNBBHa(5,9 mg) act. esp. 0,22 mCi/mmol, Zé (47 mg) en éter

etílico (1 m1). Se obtuvo ggg [7-3H] (39 mg, rend. 98%) act.

esp. 0,20 mCi/mmol.

38-acetoxi-24-metilencolest-S-eno [7-3HJ (37h)

Se partió de 54h [7-3H] act. esp. 0,20 mCi/mmol (39 mg),

diclorometano anhidro (3,9 ml), reactivo de Zn-CHaBra-TiCl“

(940 pl). Se obtuvo 37h [7-ÜH] (37,4 mg, rend. rad. 96%).

BB-hidroxi-24-metilencolest-S-eno C7-3HJ (315)
Se partió de QZQ[7-3H] (37 mg), metanol (5,4 m1), NaOH

10% (0,5 m1). Se obtuvo 31a [7-3HJ (25 mg, rend. rad. 75%). El

producto se purífícó de igual manera que su análogo [24—‘“C]

(pág. 158) act. esp. 0,22 mCi/mmol.
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AISLAMIENTO Y ELUCIDACIDN ESTRUCTURAL DE HITHANÜLIDOS DE JABOROSA

BERGII

Procesamiento del material vegetal

Las hojas secas y pulverizadas (3,9 kg) de plantas de Jaborosa

bergíí (recolectadas en Liborio Luna, provincia de San Luis,

Argentina) se extrajeron con éter etílico a temperatura ambiente.

Por evaporación del solvente se obtuvo un residuo (67 g) el cual se

fraccionó por cromatografía en columna de silicagel (H). La siembra

se realizó en una pastilla de silicagel (D) y se eluyó bajo presión

de nitrógeno con mezclas de hexano:benceno desde una polaridad de

99:1 hasta 1:99 y bencenozcloroformo desde 99:1 a 1:99 para separar

los componentes de baja polaridad y pigmentos. Luego se continuó 1a

elución con mezclas de diclorometanozmetanol desde una relación

99:1 a 19:1 rindiendo cuatro fracciones de polaridad creciente; F1,

F2, F3, F4.

La fracción F1 (1,4 g) se separó por cromatografía flash

eluyendo con diclorometanozmetanol (28:1). La fracción menos polar

de la misma se sometió a una nueva cromatografía flash eluyendo con

ClaCHH-MeÜH(28:1). La fracción menos polar de la misma se

purificó posteriormente por CLARen fase reversa (Altex Ultrasphere

ODS 5 pm (ESOxlOmm)) eluyendo con MeÜHzHHD(70:30), flujo

3 ml/min. En la figura 16 de la página 43 se representa el cromato

grama correspondiente. Se aisló un pico correspondiente a una

mezcla de jaborosalactona M (gg) y su dehidroderivado ¿Z (5 mg)
(tr: 7,8).



RMN'H: Ver tabla 5, página 45.

Hidrogenación de la mezcla g; + 31.

Se disolvió la mezcla (5 mg) en etanol absoluto (E ml) y se

agregó Pd/C 10% (1 mg). La solución se hidrogenó a presión

atmosférica y a temperatura ambiente durante 1 hora con agitación.

Se filtró sobre lecho de celite y se evaporó el solvente filtrado.

Se obtuvo jaborosalactona M (QE) (5 mg), homogéneo por ccd

(sistema B).

RMN'H: ver tabla 5, pag. 45.

RMN'“C: ver tabla ó, pag. 46.

La fracción F2 (250 mg) se separó por cromatografía "flash"

eluyendo c0n diclorometano-metanol (28:1) rindiendo una fracción

(15 mg) constituida por jaborosalactol M (gg) y su dehidro

derivado gg.

RMN‘H: ver tabla 5, pág. 45.

RMN‘”C: ver tabla ó. pág. 46.

Hidrogenación de 1a mezcla gg + gg.

Se partió de la mezcla (15 mg) y se empleó el procedimiento

descripto para 1a mezcla de fi; y 51. E1 tiempo necesario para

completar la reacción fue de 1 hora. Se obtuvo jaborosalactol M

(gg) el cual se recristalizó de acetato de etilo. PF: aaa-2360€.

RMN‘H: ver tabla 5, pág. 45.

RMN1‘ï’C: ver tabla ó, pág. 46.

EM, m/z (Z): 472 (M*-HEÜ) (1), 454 (M+-2HQÜ) (A), 436
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(Mt-BHQO)(5), 318 (67), e98 (3), 227 (31), 171 (57), 143 (65),

153 (94), 140 (B9), 137 (68), 187 (30), 185 (62), 109 (100).

Oxidacíón de jaborosalactol M (gg) con reactivo de Jones

Se disolvió g; (10 mg) en acetona (1 m1) y se agregó reactivo

de Jones gota a gota a O°Cdurante A minutos hasta persistencia de

color levemente naranja. Se diluyó con agua y se extrajo con diclo

rometano. La fase orgánica se lavó con agua, se secó sobre sulfato

de sodio, se filtró y se evaporó el solvente. Se obtuvo jaborosa

lactona M (gg) (9 mg) idéntica a la obtenida en la pág. 161.

Obtención de jaborosalactona H 148,17B-su1fito (gg)

Se disolvió a: (5 mg) en piridina anhidra (0,8 ml) y se

agregó cloruro de tionilo (0,1 m1) recién destilado en piridina

(0,5 ml) a -12°C. Se dejó reaccionar a esta temperatura durante dos

minutos. Se díluyó con agua y se extrajo con diclorometano. La

solución orgánica se secó sobre sulfato de sodio, se fíltró y se

evaporó el solvente. Se obtuvo gg (5 mg), homogéneo en ccd

(sistema 9). PF: 119-123°C (descompone).

RMN1H: ver tabla 5, pag Q5.

EM, m/z (Z): 470 (M+-SOE) (5), #52 (M-HWSÜQ)(23), 292

(100), 264 (37), 64 (89).

Microanálísis: valor calculado CPHHMÜOBS:S=ó,0%.

valor encontrado: S=ó,3 Z.

La fracción F3 (40 mg) se sometió a una segunda separación

cromatográfica por columna de silicagel "flash" (F) eluyendo con
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acetato de etilo:hexano (9:1) obteniéndose dos fracciones

principales. La menos polar (15 mg) consistió de un withanólido F3'

el cual se encuentra aún en estudio. La fracción mas polar se

recristalízó de acetato de etilo rindiendo jaborosalactol N (gg)

puro, homogéneo por ccd (sistema 10). PF: 183-185°C (descompone).

RMN1H: ver tabla 5, pág. 45.

RMN1HC: ver tabla ó, pág. Ab.

EN, m/z ('/.): 470 (M"'-H¡._«_Ü)(1), ¿0'52 (M"'-E|-l¡30) (3), 434

(M*"3Hm0) (3), 171 (9), 155 (4), 153 (ó), 143 (ó), 137 (31),

127 (5), 125 (63), 109 (68), Q3 (100).

La fracción F4 presentaba en ccd (sistema 8) manchas que revelaban

como withanólidos y presentaban una absorbancia al UVa 880 nm. Su

análisis será objeto de estudios posteriores.
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AISLAMIENTO Y ELUCIDACIDN ESTRUCTURAL DE HITHANÜLIDDS DE JABOROSA

LEUCOTRICHA

Material vegetal
Parte aérea.—Las plantas de Jaborosa Ieucotrícha utilizadas

fueron recolectadas en "El Carrizal“, provincia de Mendoza, Argen
tina.

La parte aerea seca y pulverizada (1,24 kg) se extrajo sucesi

vamente con hexano, éter etílico y etanol. De la fracción soluble

en hexano se aisló en forma mayoritaria una sustancia la cual fue

identificada por cgl-masa, comparandocon una muestra autentica,
comoácido oleanólico.

La fracción soluble en éter contenía hidrocarburos y según el

análisis por ccd posibles withanólídos.

La solución etanólica se evaporó a sequedad y el residuo se

sometió a una separación por cromatografía en columna de silicagel

H eluyendo con mezclas de hexano:acetona desde una relación (99:1 a

0:100). Se otuvieron dos fracciones principales que contenían
withanólidos F1 y F2.

ga fracción F1 estaba constituida principalmente por
jaborosalactona L (gg). PF:215-217°C (lit. [30] 815-217°C).

RMN1H: 8 0,80 (BH, s, Me-IB), 1,01 (BH, d J=7, Me-El), 1,26 (3H,

s, Me-19), 1,87 (BH, s, Me-27), 1,92 (BH, s, Me-EB), 3,13 (lH, sa,

H-6), 4,59 (1H, ddd J=10, 6,5 y 3 Hz, H-EE), 6,02 (lH, ddd, J=10,

y 0,5, H-E), 6,85 (1H, ddd J=10, 6 y 2,5 Hz, H-3).

EN m/z (X): «39 [MnMeJ* (h), 436 [M-HMOJ' (l), 3l3 (19), 283

[M-HmD-rupt.C17-CEO, CqH13033“ (6), 265 (19), 240 (39),
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227 (28), 209 (11), 197 (16), 171 (19), 157 (15), 147 (12), 137

(46), 131 (19), 125 Erupt. C20-C22J (100), 109 (41).

La fracción F2, más polar que F1, estaba constituida

principalmente por jaborosalactona Ü (gg) (35 mg), la cual se

recristalizó de acetato de etilo. PF: 191-193°C.

RMN1: ver tabla 10, pág. 63.

RMN13C: ver tabla 11, pág. 63.

EM, m/z (Z): 457 (M*-Me) (1), 443 (19), 311 (18), 271 (13), 227

(19), 213 (27), 211 (24), 197 (24), 159 (25), 153 (B), 137 (37),

125 (100), 109 (59).

Frutos de Jaborosa leucotricha

Los frutos de Jaborosa leucotrícha (315 g) fueron extraídos

con éter etílico. El extracto obtenido (9,1 g) se fraccionó por

adsorción en silicagel (H) eluyendo con mezclas hexano-acetona de

polaridad creciente. La fracción eluída con acetona 20%se
identificó comojaborosalactona L (gg).
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AISLAMIENTO Y ELUCIDACIÜN ESTRUCTURAL DE WITHANÜLIDÜS DE JABOROSA

ODONELLIANA

Las plantas utilizadas fueron recolectadas en "El Jardín",
Estancia La Asunción, depto. La Candelaria, Salta, Argentina.

Se extrajo con éter etílico plantas enteras y pulverizadas (a

kg) y el material insoluble resultante se extrajo con etanol en

frío. El residuo obtenido luego de'evaporar el extracto etéreo (12

g) se particionó entre hexano (1250 m1), metanol (300 m1) y agua

(100 m1). La fase acuosa se concentró y se extrajo con éter

etílico. A1concentrar 1a fase etérea se obtuvo un precipitado

cristalino. El mismose caracterizó como jaborosalactona P (aL)

(458 mg), PF: 262-264°C (etanol).

Microanálisis: calc. para CEÚHShÜÓ.3HHD:C 64,35; H 8,10.

encontrado: C 64,33; H 8,17.

RMN‘H: ver tabla 13, pag. 7B.

RMN1-"='C:ver tabla 14, pag. 73.

EM : ver pag. 75.

EMFAB(en matriz de tioglicerol): ver pág. 75.

E1 extracto etanólico se decoloró con carbón activado y se

evaporó a sequedad. El residuo se sometió a una cromatografía en

columna de silicagel (F) eluyendo con cloroformo. Se obtuvo así una

segunda fracción de jaborosalactona P (96 mg). Por acetilación con

anhídrido acéticozpiridina (1:1) se obtuvo el EE-acetato gg. PF:

BBS-837°C(etanol).
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2,3-dihidrojaborosalactona P (53).

Se disolvió EL (22 mg) en etanol absoluto (B m1) y se agregó

paladío-carbón 10%(2 mg). La solución se hídrogenó durante 2,5

horas a presión atmosférica. Se filtró sobre celíte y se evaporó el

solvente. Se obtuvo g; (22 mg). PF: 232-234°C (etanol-agua).

Datos cristalográfícos de EL
Cristales ortorrómbícos a=7,19óó(13) Á, b=11,377(2) Á,

c=30,968(ó) Á. Grupo espacial p212121, y 2:4. La estructura

fue resuelta por métodos directos y refinada usando 2326

refleccíones únicas observadas con IFIZE,SaZlFl.



DEGRADACIÜN QUIMICA DE JABDRDSALACTÜNA A E‘“C]

Las plantas de Acnístus brevíflorus (Griseb) utilizadas en

las experiencias descriptas provenían de semillas originarias de la

provincia de Tucumán, recolectadas durante los años 1980-1981 y

sembradas dentro de los ó meses de recolección. Las plantas

utilizadas en las experiencias de degradación contaban con 5 años

de edad y las utilizadas en las experiencias de incorporación de

24-metilencolesterol contaban con 8 años de edad y habian sido

mantenidas en condiciones naturales en el vivero de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales (UBA).

Jaborosalactona A [‘“CJ (LL)

La jaborosalactona A [‘“CJ (0,97x10ó dpm/mmol)utilizada

fue obtenida biosinteticamente a partir de mevalonolactona

[8-'“C] (143 pCi) [64].

Obtención de Sa-metoxi-4,5-dihidrojaborosalactona B (Q¿)

A una solución de jaborosalactona A (24 mg) en metanol (16 ml)

se agregó acido sulfúrico BN (0,12 m1). Se agitó durante 90 minutos

a temperatura ambiente, se volcó sobre bicarbonato de sodio 5%

(10 ml) y se extrajo con diclorometano. Se obtuvo EL (25 mg),

homogéneo por ccd (sistema ll). PF: 203-204°C (AcOEt) (lit. E7]

200-201°C).

RMN‘H: 8 0,76 (BH, s, Me-18,; 1,01 (3H, d,J=óHz, Me-El); 1,31

(3H, s, Me-19); 2,06 (BH, s, Me-IB); 4,30 (3H, s, Me-27); 4,46 (lH,

dtJJ=3 y J=12Hz, H-EE); 5,82 (lH deJH_m=10HZ JE_Q=EH2, H-E);
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6,56 (lH, ddd,J3_a=10Hz Jm,u=5Hz J3_h=EHz, H-3); 3,92 (lH,

ba, H-ó); 3,03 (3H, s, Cupo—).

Reacción de g; con fenillitio y posterior ruptura oxidativa con
CrÜa/SOqHa

Se hizo reaccionar ÉL (25 m9) con fenillitio 1Men

benceno-éter etílico (5 m1). El éter se destiló y la solución

remanente se calentó bajo reflujo en atmósfera de nitrógeno anhidro

durante 2 horas. Se dejó durante ló horas a temperatura ambiente,

se acidificó con ácido clorhídrico ENy se extrajo con

diclorometano. La fase organica se lavó con agua, se secó sobre

sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el solvente. El producto

crudo obtenido consistió en una mezcla de productos según el

análisis por ccd en silicagel (sistema 11).

IR (cm’l): 3300, 1685 (C=O, C-l), 750 y 700 (aromáticos).

Obtención de 2,3,EQ,25-tetrahidro-E7-desoxijaborosalactona A (gg)

Se disolvió jaborosalactona A (LL) (30 mg) en etanol absoluto

(5 m1) y se agregó paladio-carbón 10% (15 mg). Se hidrogenó a

presión atmosférica durante 20 horas. Se filtró sobre celite y por

evaporación del solvente se obtuvo gg (30 mg), homogéneo por ccd
(sistema 11).

RMN1'H: 6 0,67 (SH, s, Me-lB), 0,92 (óH,d J=7Hz, Me-El y Me-EB),

1,13 (3H, d,J=7H2, Me-27), 1,18 (BH, s, Me-19), 3,12 (lH, ba, H-ó),

4,33 (1H, dt,J=1e y 3,5 Hz, H-22).
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Reacción de Q2con fenillitio y posterior ruptura oxidativa con
trióxido de cromo-ácido sulfúrico

Se disolvió gg (30 mg) en tetrahidrofurano anhidro (2 ml) y

se agregó a una solución agitada de fenillitio (5 mmol)en

tetrahidrofurano (3 m1). Se calentó bajo reflujo durante 3 horas,
se acidificó con acido clorhídrico 2Ny se extrajo con

díclorometano. La fase organica se lavó con agua, se secó sobre

sulfato de sodio y se filtró. Por evaporación del solvente se
obtuvo una mezcla de a; y gg.

RMNlH gg: 6 0,74 (3H, s, Me-IB), 0,98 (3H, d,J=7Hz, Me-21),

1,16 (3H, s, Me-19), 1,26 (3H, d,J=7Hz, Me-2B), 1,27 (3H, d,J=7,

Me-27), 3,12 (lH, ba, H-ó), 4,35 (1H, dt,J=12 y 3,5 Hz, H-22),

ó,8-7,4 (SH, m, fenilo).

RMN1H gg: 8 0,74 (3H, s, Me-IB), 0,98 (3H, d,J=7Hz, Me-21),

1,16 (3H, s, Me-19), 1,25 (óH, d J=7Hz, Me-27 y Me-2B), 3,12 (lH,

ba, H-ó), 3,86 (1H, m, H-22), ó,8-7,4 (10H, m, fenilo).

La mezcla de gg+gg se suspendió en ácido sulfúrico 10 Z (10 ml)

y se agregó trióxido de cromo (3 g). Se destiló por arrastre con

vapor y el destilado se recogió sobre solución acuosa de hidróxido
de sodio. La solución alcalina se extrajo exhaustivamente con éter

etílico. La fase orgánica se secó sobre sulfato de sodio, se filtró

y se evaporó el solvente. Se obtuvo benzofenona (5 mg) idéntica por

ccd con una muestra autentica (sistema 10) (revelado con 2,4-diní

trofenilhidrazina en ClH 2 N). La fase acuosa se acidificó y se
extrajo con éter etílico. El extracto obtenido se secó sobre
sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el solvente. Se obtuvo un
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residuo el cual se sublimó a presión atmósferica y 110°Crindiendo

cristales de ácido benzoico (4 mg), idéntico por ccd (sistema 12)

(revelado con verde de bromo-cresol 0,04%) con una muestra

autentica. PF: IBI-122°C. La benzofenona cruda se disolvió en

solución de etanolzagua (5:1) (70 pl) y se trató con clorhidrato de

hidroxilamina (9 mg). La mezcla se alcalinizó por agregado de

hidróxido de sodio (16,8 mg) y se agitó a 100°C durante S minutos.

La solución resultante se volcó sobre ácido clorhídrico diluido y

la oxima de la benzofenona se filtró y recristalizó de etanol-agua

rindiendo el compuesto puro (4 mg). PF: 142—143°C.

EXPERIENCIAS DE INCORPORACION DE EQ-HETILENCOLESTEROL ISÜTOPICA

MENTE MARCADO

Administración del precursor C24-‘“CJ y [24-‘“C, 7-3HJ

Tecnica general.- El precursor marcado (l“C ó 1“'C, üH) se

suspendió en agua (0,3-0,5 ml), se agregó Tween EO (2 gotas) y se

sometió a ondas de ultrasonido. En la suspensión resultante se

sumergieron los tallos de hojas de Acnístus breviflorus recien
cortadas y aplastadas en su extremo. Las cantidades de

radioactividad inoculadas, masas y tiempos de administración del

trazador se indican en las tablas 18 (pág. 125) y 19 (pag. 128). El

agua evaporada se fue reponiendo periódicamente a lo largo de la

experiencia.



Aislamiento de los withanólidos marcados

Las hojas inoculadas se lavaron con agua y se extrajeron con

eter etílico (lO ml por cada hoja) durante 24 horas. El extracto

etéreo se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y se evaporó el

solvente. Al residuo obtenido se agregó EQ-metilencolesterol frio

(5-8 mg), se adsorbió sobre silicagel (D) y la pastilla se sembró

en una columna de silícagel (D). Se eluyó con hexano:Ac0Et (50:50)

separandose una fracción que contenía 24-metilencolesterol y otros
esteroles. Por elución con acetato de etilo se separó la fracción

que contenía withanólidos. Se evaporó el solvente y el residuo

obtenido se disolvió en metanol (1 ml) y se fraccionó por CLARfase

reversa en una columna Nhatman UDS-2* (850x4,ó mm) (en las experien

cias 1 y 2) ó en una columna Altex Ultrasphere ODS° 5 pm (250x10

mm) (en las experiencias 3 y 4). Se eluyó con metanolzagua (70:30),

flujo*: 1 ml/min, flujo°= 3 ml/min. Las fracciones correspondientes

a jaborosalactona D (¿25) (tr*=5,3, tr°=7,8), withaferina A (a)

(tr*=ó,ó, tr°=8,2) y jaborosalactona A (LL) (tr*=15,0, tr°=17,3)

se colectaron y evaporaron a sequedad. Cada withanólido se sometió

a una segunda purificación por CLARen las condiciones anteriores,

observándose en el cromatograma correspondiente un sólo pico corres

pondiente al tiempo de retención del withanólido en cuestión. Se

midió la radioactividad del withanólido puro aislado. En las expe

riencias de doble marcación se aisló el EQ-metilencolesterol presen
te en la fracción eluída con acetato de etilozhexano (50:50) a

partir del extracto crudo por CLARen fase reversa, columna Altex

Ultrasphere ODS5 pm , eluyendo con acetonitrilo:AcOEt:hexano

(2:2:1), flujo: 3 ml/min, tr=lO,B) (ver pág. 127).



METODOS COMPUTACIONALES

Los programas fueron ejecutados bajo Microsoft DOS3.30 en una

computadora IBMPS/E 30 con procesador Intel 8086 (8 MHz), coproce

sador matemático Intel 8087, 640 K de memoria principal, 1E8 K de

memoria de pantalla y EOOK de memoria auxiliar, disco rigido de

3,5" (EO Mb), disco flexible de 3,5" (7EO Kb), monitor color de

alta resolución, tarjeta grafica MCGAoperando en modo VGAmonocro

matico (640 x 480 fixels) para la presentación de graficos de alta

resolución y un dispositivo puntero tipo "ratón". La impresión de

graficos se realizó en una impresora IBMProprinter AEOE.

PCMÜDEL(versión E.O) es una versión para 300 atomos del

programa MODEL(versión VAX1.1) de C. Still, Universidad de

Columbia. Fue modificado por Kosta Steliu Universidad de Montreal y

adaptado para IBM-PCy compatibles por M.M. Midland, Riverside,

Universidad de California. Las modificaciones tratan principalmente

de hacer la estructura de archivos del PCMDDELcompatible con MMX,

MME,MNDOy MOPAC,agregando algunas caracteristicas mejoradas del

MMXy también mejoras en los gráficos. Aunque se hace una

referencia explicita a los programas de fillinger MMEy MMPE(QCPE)

a lo largo de todo el PCMÜDEL, tanto MMEcomo MMPE, en sus formas

actuales, no logran manejar muchos detalles que el PCMODELles

atribuye.

PCMODELes un programa de modelado molecular interactivo el

cual utiliza la mayoría de las características del programa MMX

excepto para calculos pi VESCFy analizador de ángulos diedros. El
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Aislamiento de los withanólídos marcados

Las hojas inoculadas se lavaron con agua y se extrajeron con

éter etílico (10 ml por cada hoja) durante 24 horas. El extracto

etéreo se secó sobre sulfato de sodio, se filtró y se evapOró el

solvente. Al residuo obtenido se agregó Eü—metilencolesterol frio

(5-8 mg), se adsorbió sobre silicagel (D) y 1a pastilla se sembró

en una columna de silicagel (D). Se eluyó con hexano:AcOEt (50:50)

separándose una fracción que contenía 24-metilencolesterol y otros

esteroles. Por elución con acetato de etilo se separó la fracción

que contenía withanólidos. Se evaporó el solvente y el residuo

obtenido se disolvió en metanol (1 ml) y se fraccionó por CLARfase

reversa en una columna Nhatman UDS-2* (250x4,ó mm) (en las experien

cias 1 y 2) ó en una columna Altex Ultrasphere ODS° 5 pm (250x10

mm)(en las experiencias 3 y 4). Se eluyó con metanol:agua (70:30),

flujo*: 1 ml/min, flujo°= 3 ml/min. Las fracciones correspondientes

a jaborosalactona D (ng) (tr*=5,3, tr°=7,8), withaferina A (a)

(tr*=ó,ó, tr°=8,2) y jaborosalactona A (LL) (tr*=15,0, tr°=17,3)

se colectaron y evaporaron a sequedad. Cada withanólido se sometió
a una segunda purificación por CLARen las condiciones anteriores,

observándose en el cromatograma correspondiente un sólo pico corresm

pondiente a1 tiempo de retención del withanólido en cuestión. Se

midió la radioactividad del withanólido puro aislado. En las expe

riencias de doble marcación se aisló el 24-metilencolesterol presen
te en la fracción eluída c0n acetato de etilo:hexano (50:50) a

partir del extracto crudo por CLARen fase reversa, columna Altex

Ultrasphere ODS5 pm , eluyendo con acetonitrilo:AcÜEt:hexano

(2:2:1), flujo: 3 ml/min, tr=10,8) (ver pág. 127).
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programa esta diseñado de manera que resulte fácil de utilizar y

tiene una variedad de opciones para crear y presentar estructuras,

así comoopciones de presentación y cálculo de superficies

moleculares, superposición de confórmeros, calculo de constantes de

acoplamiente 1H-‘H (ecuación de Altona), etc.

El programa MMXderiva del MME(QCPE 395) con las subrutinas pi

del MMPl (QCPE 318) incorporadas. Esta basado en el MMEPde D.

Roher, adaptado a Microsoft Fortran 77 V 4.0 por J.J Gajewski y

K.E. Gilbert. Incluye ademas rutinas pi ampliadas y de convergencia

rápida. Incorpora constantes del MODELV 1.3 (Clark Still) y tiene

una capacidad máxima de 128 átomos. El programa opera en forma no

interactiva y es complementario del PCMDDEL.El campo de fuerza MMX

utilizado por PCMÜDELy MMXes una extensión del MMEde Allinger

[80] que incorpora el concepto de parámetros generalizados de C.

Still, permitiendo el calculo de una gran variedad de estructuras.

La versión utilizada reconoce 60 tipos de átomos incluyendo

radicales, aniones, cationes, metales de transición y átomos de
estados de transición.

Los programas PCMODEL(V 2.0) y MMXfueron adquiridos a SerEna

Software, Blomington, Indiana.

Los datos de radioactividad en experiencias de doble marcación

fueron procesados con el programa H3/C14. Las curvas de calibración
fueron construidas con Lotus 123 Microsoft V 2.0. H3/014 fue

escrito en QuickBasic Microsoft 4.0 y compilado como archivo

ejecutable. El código fuente se indica a continuación.



REH¡IllilillH3/Clh por G. Burtonillllilll
start: CLS

INPUÏ'eficiencia C-lh en canal 1'; Cl
INPUT'eficiencia C-lh en canal 2'; C2
INPUÏ'eficiencia Tritio en canal 1'; T1
INPUÏ'eficiencia lritio en canal 2'; ÏB
INPUÏ "cuentas en canal 1'; CPHl

INPUT'cuentas en canal 2'; CPHE

CLS : PRINT 'Eficiencia C-lh '¡ Cl; CE
PRINT'Eficiencia Tritio '; Tl; T2
PRINÏ 'Cuentas '; CPHl; CPH?

A = Cl / CE: B = TE / Ïl

DPHC = (CPHE - B l CPH!) I 100 l (DE l (l - A l 8))

DPHÏ = (CPH! - A l (CPHE - B l CPHl)) I 100 / ((l - A I B) I Tl)

PRINT 'DPH tritio: '; DPHT

PRINT 'DPH C-lt: '; DPHC

PRINT 'T/C: '; DPHT l DPHC

INPUT'calcular otro dato (S/Nl'; OS
IF Gt = 'S' OR OS = 's' THENGÜTOstart

HD

El cálculo de planos de cuadrados mínimos se realizó con el

programa PLANOS(V 89.1). Este permite calcular a partir de un

archivo en formato MMX(obtenido por PCMÜDELo MMX)el mejor plano

para un grupo de átomos, determinar desviaciones de átomos a los

planos calculados y ángulos entre planos. El programa fue escrito

en QuickBasic Microsoft V 4.0 y compilado como archivo ejecutable.

El código fuente se indica a continuación.
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REH¡filiiiiliPLANOS V 89.1 por S. Burton (26-4-89)Iii*lllill
DECLARESUDangulo (aal!, aaBI, hbl!, bbEI, angl!)

DECLARESUBdesv (aII, bll, CII, cordl!, cord8!, cordBI, desl!)
DECLARESUB leer (li)

DECLARESUDnumero (al, b!, LIIt, nunI!)
ON ERROR SOTO handler

REH iSÏATIC

SCREEN0: COLOR8, 0: CLS : archX = 0: KILL 'planos.out'
PRINT ' CALCULO DE PLANOS DE CUADRADOSHININOS': PRINT

start: INPUT 'Nonbre del archivo'; ARS: IF ARQ= " THENEND
arch” = I: OPEN ARS FOR INPUT AS II

OPEN 'pIanos.out' FOR APPENDAS le

PRINT IE, 'PLANOS89.1'

PRINT ¡2, ' CALCULO DE PLANOS DE CUADRADOSNINIHOS': PRINT le,

CALLleer(LItI: CALLnunerotól, 65, LIt, natal): NONB!= LEFIS(LI%, 60)

PRINT IE, ARS: PRINT IE, NOHBS
labl:
FOR j = l IO 2

CALLleerILIS)

NEXT í

IF LEFTs(LIi, I) <> ' ' THENCALLIeerIth)

CALLnulerotl, 5, LIt, ncon)
CALLnuseroIEó, 30, LIS, nattch)
IF nattch MODO > 0 THENncon = I + ncon + INTInattch l OI ELSE ncon = ncon + nattch / O

FOR j = I TO ncon

INPUT GI, LIS

NEXT í

DINcordtnaton, 3)
FOR j = I TO naton STEP 8

IF EOF(I) THEN SOTO lab2

FOR k = 1 TO 3

INPUTII, cord(j, k)
NEXT k

INPUTII, junkl, junk?
IF EOFII) OR j o l > natol IHEN GOTO labE

FOR k = I TO 3

INPUTil, cord(j + l, k)
NEXT k

INPUTIl, junkl, junke
IabE: NEXT j

.DIN planoInaton, IO): DIN aa(10): DIH beIO): DIH cc(10): pl = I
lab3: tip = I: j = I
HHILE top (> 0

INPUT'atoao para calcular plano medio (0 para terninar)‘; tnp
planon, pl) = tnp: í = í * 1

NEND



xa = 0: ya = 0: ¡a = 0: n = 0

FOR j = l TO naton

IF planolj, pl) (> 0 THEN
xa = cordlplano(j, pl), ll I xa
ya = cord(planan, pl), El + yn
za = cordlplano(j, pl), 3) i 2a
n = n + l

END IF

NEXT 3

xa = xa / n: ya = ya / n: zn = zn / n
uE = O: v2 = 0: uv = 0: uz = 0: v2 = 0

FOR j = 1 TO naton

IF plano(j, pl) = 0 THENGOTOlahq

uE = uE + Icordelano(j, pl), l) - un) “ 2
v2 = v2 + (cordlplanolí, pl), 2) - ya) “ 2
uv = uv I (cordlplanolj, pl), ll - xa) i Icordlplanaáj, pl). El - yn)

uz = uz + (cord(plano(j, pl), ll - xa] i cerd(plano(j, pl), 3)
vz = v1 + (cordlplanolj, pl), El - ya) l cordlplanalí, pll, 3)

labl: NEXTj

d = uE * v2 - uv “ 2 _

a = (uz ñ v2 - uv i v2) / d: b = (vz i uE - uv * uz) l d: c‘= zn - a E xm - b I ya

aaípl) = -a l b: cclpl) = -c / b: bblpl) = l / b
CLS : PRINT'nejor plano para los atoaos"
FOR j = I TO nato.

IF plano(í, pll (> 0 THENPRINTplano(j, pl); ' ';
NEXT í

PRINT : PRINT 2 PRINT 'Ecuacién de! plano R i x - y + B t 2 + C = 0'

PRINT'A='; aa(pll: PRINT'B='; bb(pl): PRINT"C='; cclpl): PRINT
INPUT'Desea calcular desviacianes al plano ISIN)‘; OS
IF Oi = 'N' OR OG = 'n' THEN SOTO labó

PRINT "CALCULO DE DESVIACIONES DE ATOHOS RESPECTO DEL PLANO'

PRINT

labSI: DIHatonoslnaton): tnp = l: j = l
HHILE tcp <> O

INPUT'atoao para calcular desviaclon (O para tersinarl'; tcp
atonoslj) = tap: j = j + I

HEND

IF atanosll) = 0 TRENGOTOlabS

PRINTOE, ' Oesviaciones del plano medio definida por los atonos'
FOR j = I TO naton

IF planolí, pl) (> 0 THENPRINTO2, planolj, pl); ' ';
NEXT í

PRINT IE, : PRINT IB,
FOR j = l TO natoa

IF atonoslj) = 0 THENGOTOlab5

CALLdesvlaalpl), bepll, cclpl), cordlaloaoslj), ll, cordIatonos(j), El, cordlatonos(jl, 3), des)
PRINTle, USING'Il"; atomostl; z PRINTUSING"Ii'; atonost);
PRINT IB, " '; : PRINT ' ';

PRINT1€, USING'+Ill.!l!ll'; des: PRINTUSING'+l89.lliil“; des
labS: NEXT i
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PRINT 82, : PRINT IB, : PRINT : INPUT“Desea calcular otras desviaciones (N/SI'; OS
CLS 2 IF Oi = 'S' OR 0% = '5' THEN ERASE atonos: SOTO labSI

labs: IF pl = IO THENSOTO lab?

PRINT : PRINT 'Oesea calcular otro plano para '; ARQ; ' (SINT'; : INPUT"; Oi

CLS : IF Oi (> 'N' ANDOS () "n' THENpl = pl + I: ERASE atenas: SOTO Iab3

IF pl = I THEN SOTO fin

Iab7: PRINT "CALCULO DE ANSULOS ENTRE PLANOS'

PRINT

PRINT'Planos disponiblesz'
FOR k = l TO pl

PRINT'plano '; k; ': '; : PRINTle, 'plano "; k; “z ";
FOR j = I TO natnn

IF plano(j, k) (> 0 THENPRINTplano(j, k); ' "; : PRINT¡2, planon, k);
NEXT í

PRINT : PRINT le,

NEXT k

IF pl = 2 TREN j = l: k = 2: SOTO labOl

lahB: INPUT'angulo entre planos (l,#; 0,0 para terminar)“; j, k
IF I = 0 OR k = 0 THEN SOTO fin

labOl: CALLanguloIaan), aa(k), bej), bek), ang)
PRINTN2, 'angulo entre planos '; j; 'l'; k; “ '; : PRINTle, USINS'ISNI.I9'; ang; : PRINTla, "':
PRINTUSINS '+I8l.lñ'; ang; : PRINT"': PRINT

IF pl = 2 TREN SOTO fin ELSE SOTO Taba

fin:
PRINT DE, : PRINT DE, "fin de '; NONBG

PRINTDE, . .. ""'"'""'-¡.
PRINT ¡2,
CLOSE II: CLOSE ¡e

PRINT : PRINT : INPUT'desea calcular atra nolcula (S/N)‘; OD
IF OS (> 'N' ANDOi () 'n' TNENERASEcord, plano, atoaos, aa, bb, cc: CLS : SOTOstart
Iab9: PRINT: INPUT'Inprinir los datos antes de salir (S/N)‘; 0%
SELECT CASE ue

CASE'N', 'n'
END

CASE'S', 's'
SHELL'COPYplanos.out prn'
CASE ELSE

SOTO lab?

END SELECT

END



handler: xx = ERR

IF xx = 53 AND archX = 0 THEN

RESUHE NEXT

ELSEIF xx = 53 AND arch! = l THEN

PRINT'el archivo no existe'
RESUNEstart

ELSE

ERROR xx

ON ERROR BOÏO 0

END IF

SUBangulo (aal, aaa, bbl, bbE, angl)

REMangulos entre -90 y +90
coseno = (aal I aaa + hhl i bbE + 1)

seno = SOR((bbl - bbE) “ 2 + (bbl i aaE - ¡al I bh?) " E * (aaa - aal) “ B)

IF aaE > aal OR (aaa = aa! ANDbb? ( bbl) THENseno = -seno

IF coseno = 0 AND seno = l THEN

angl = 90
ELSEIF coseno = 0 AND seno = -l THEN

angl = -90

ELSE angl = ATN(seno / coseno) i 180 / 3.14159265!
END IF

END SUB

SUBdesv (a1, bl, cl, cordl, cordB, corda, desl)
desl = -(al i cordl - cordE + cord3 i bl + cl) / SOR(al ‘ 2 + bl “ 2 + l)

END SUB

_SUBleer (li)
li = ": Si = "
NHILE St <> CHR5(10)

Si = INPUTt(l, ll): li = ls + Si
HEND

END SUB

SUBnulero (a, b, LIlt, nunl)
ni = "

FOR i = a TO b

IEHPt = HlDitLlls, í, l): IF TENPS<) ' ' THENni = ns + TEHPi
NEXT i

IF ni <) " ÏHEN nun! = VAL(nS) ELSE nunl = 0

END SUB



RESUMEN
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue por una lado comprobar la

intervención de 24-metilencolesterol comoprecursor de withanólidos

en Acnístus brevifïorus y mediante experimentos de doble

marcación con este trazador isotópicamente marcado con “H y ‘“C

determinar si la cadena lateral del mismohasta carbono EAse

conservaba en su camino a withanólidos. Para llevar a cabo este

estudio se requería sintetizar al mencionadoesterol marcado con

14€ en carbono 24 y con QHen alguna posición del núcleo

esteroidal no modificable en su conversión a withanólidos.

Por otra parte se tuvo comoobjetivo el aislamiento y elucida

ción estructural de withanólidos de tres especies del género

Jaborosa dado que el aporte de nuevas estructuras permite en mu

chos casos la postulación de rutas biosintéticas que involucran a

esos compuestos comoposibles intermediarios, contribuyendo ademas

a la taxonomía del genero.

Los temas desarrollados en esta tesis fueron:

1- Introduchgn. En este capítulo se dan ejemplos de los princi

pales sistemas de sustitución encontrados en los withanólidos de

esqueleto esteroidal no modificado y se describen además otros

compuestos agrupados también bajo el nombre genérico de witha—

nólidos cuyas caracteristicas comunesson un esqueleto básico,

modificado o no, del tipo ergostano y distintos grados de oxidación

en los carbonos 1, EE y Eó. Se mencionan, además, las propiedades

biológicas de algunos withanólidos y se resumen los antecedentes
biosínteticos relacionados con la intervención de distintos este



roles en la biosíntesis de estos compuestos así comolas expe
riencias relacionadas a la formación de la cadena lateral de los
mismos.

2- Nithanólidos en JBDOF‘OSBbergíí, Jaborosa leucorricha y

Jaborosa odonellíana. En primer lugar se hace una breve refe

rencia a los métodos utilizados anteriormente en la separación de

withanólidos. Luegose describe el aislamiento y elucidación

estructural de estos compuestos de las tres especies mencionadas.

A partir de Jaborosa bergíí fueron aislados y caracterizados

por metodos químicos y espectroscópicos 5 nuevos withanólidos de

tipo 24,25-epoxilactoles. Los mismosposeían una estructura 148,178

hidroxilada no descripta anteriormente en la literatura de este

roides. Por otro lado se analizó el comportamiento por CLARde los

withanólidos mayoritarios aislados de esta especie y se realizó un
estudio de la conformación de la cadena lateral de dos de estos

compuestos comparando los resultados obtenidos con los valores de

constantes de acoplamiento medidas experimentalmente.

De la parte aérea de Jaborosa leucotrícha se aislaron dos

withanólidos, uno de los cuales se identificó comojaborosalactona

L (aislado anteriormente por Giordano y col.) y otro que se carac

terizó comoel 19-hidroxi-E,3-dehidroderivado del anterior, resul
tando el primer withanólido natural 19-hidroxilado. Se estudió
también, por primera Vez, el extracto de los frutos de esta especie

del cual se aisló jaborosalactona L y mediante el programa compu
tacional anteriormente mencionado se analizó la conformación de la

cadena lateral del withanólido nuevo aislado.
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A partir de Jaborosa odonellíana se aisló y caracterizó por
metodos quimicos, espectroscópicos y de difracción de rayos X un

withanólido de estructura novedosa que resultó el primer witha

nólido natural de tipo espiránico.

3- Sintesis de EQ-metilencolesterol [EQ-L“C34y[7-3H]. Se

desarrolló un camino de síntesis de 24-metilencolesterol [EQ-¡“CJ

a partir de EOB-carboxaldehídopregn-Q-en-B-ona (gl) comercial. La

marcación isotópica se introdujo a partir de bromoacetato de etilo

[1-1“CJ oteniéndose un rendimiento radioquimico total de 47%. La

secuencia descripta permite no sólo obtener el esterol mencionado

sino que provee un método eficiente de síntesis de ácido BB-hidroxi

colenico [24-1‘CJ y de acetato de EQ-cetocolesterol [84-1“CJ.

Resultaron especialmente exitosas las reacciones de obtención
de 3-oxocola-4,EE-dien-EQ-oato de etilo mediante una reacción de

Nittig entre Q¿y carbetoximetilentrifenilfosforano en acetoni
trilo, la reacción de obtención de acetato de 24-cetocolesterol a
partir del cloruro del ácido 38-acetoxicolenico y un reactivo orga
nocadmico de tipo "ate-complex" y la inserción de un grupo metileno

en condiciones de no enolización para la obtención de 24-meti1en
colesterol.

En lo referente a la obtención del esterol [7-3H] resultó

especialmente interesante la introducción del tritio en posición 7

por reacción del acetato de 7-bromo-24-cetocolesterol con un ciano
borohidruro de sodio modificado con cloruro de zinc.

4- Estudios de biosíntesis de withanólidos. Se confirmó la
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existencia de la ruta alternativa encontrada en la biosíntesis de
withanólidos en Acnístus brevíflorus mediante el aislamiento del

carbono Eó de jaborosalactona A marcada, biosintetizada a partir de
mevalonolactona [2-1“CJ. E1 carbono 26 se aisló como benzofenona

a partir de gg y como ácido benzoico a partir de gg. Se compro

bó la intervención de EQ-metilencolesterol comoprecursor de witha

nólidos en Acnistus brevíflorus mediante experiencias de incorpo
ración del esterol marcado con 1“C en la posición 24. Se realiza

ron experimentos de doble marcación con este precursor marcado con

QHen 1a posición 7 y con l“C en la posición 84 (“H/1“C

0,7) observándose que los withanólidos y el EQ-metilencolesterol

aislados de las hojas inoculadas presentaban la mismarelación

z'ï‘H/1“Cque el esterol precursor. De esta forma se pudo esta

blecer que la cadena lateral de EQ-metilencolesterol hasta carbono

24 no se pierde en su biotransformación a withanólidos.

5- Parte experimental. Se describe la parte experimental de la

labor realizada que incluye los datos numéricos de los espectros de

los compuestos descriptos y no incluídos en tablas.
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Parte de este trabajo dio lugar a las siguientes publicaciones:

“Biosynthesis of Nithanolides in Acnísrus breviflorus. Chemical

Degradation of 1“C-Labelled Jaborosalactone A and Nithaferin A”.

Z. Naturforsch., 42h, 1471 (1987).

Edith S. Monteagudo, Adriana S. Veleiro, Gerardo Burton and Eduardo

G. Gros.

"146,17B-Dihydroxywithanolides from Jaborosa bergíi".

Phytochemistry, E7, 3925 (1988).

Edith S. Monteagudo, Gerardo Burton, Claudia M. Gonzalez, Juan. C.

Überti and Eduardo G. Gros.

"A 19-hydroxywithanolide from Jaborosa leucotrícha".

Phytochemístry, en prensa.

Edith S. Monteagudo, Gerardo Burton, Eduardo G. Gros, Claudia M.

Gonzalez and Juan C. Überti.

"A withanolide from Jaborosa odonelïíana".

Pnytocnemistry, en prensa.

Edith S. Monteagudo, Juan C. Oberti, Eduardo G. Gros and Gerardo
Burton.
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