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CAPITULO J.

. Ld
Irtrotucaitn.,

El 4cido 3p-hidroxi-col-5-énico (Ia) fue aislado en
1935 por Ruzicka y Wattstein(l) y por Viallis y Fernholz(2), co-
mo un subproducto de la transformacién de colesterol (IIa) en
3p-hidroxi-ondrost-5~en-17-ona (II1), una hormona que habfa si-
do aislada de la orina de hombres(3). Dicha transformacidén se
llevaka a cabo por oxidacidn_del 3R~-acetoxi~-5X,63-dibromo-co-
lestano (IV) (obtenido por acetilacién dol colesterol y poste-
rior adicién de bromo al doble enlace en la posicidn 5(6)) con
tridxido de cromo en 4cido acdtico, tratamiento del producto
obtenido con zinc y saponificacién (Figura 1). De este modo se

obtenf{an dos fracciones, una cetédnica de donde se aislaba la

3f-hidroxi-androst-~5-en-17-ona (III) y una 4oida de la ocual sao

R

002R1

R20' HO
(1a), Rlz H; R2: H (11a), R: H
I H s e H
(Iv), nl H; R2 01{300 (I1v), R C2H5
(1c), R, : CH3; R H
(14), Rlz 0113; R2: CH3CO



HO

(1I1)
obtenfa el &4cido 3p-hidroxi-col-5-énico (Ia). Recieniemento sa

lo ha obionido aplicando la misma socuencia de reacciones al

sitosterol (IIb)(4).

hdeméds, el 4cido 3B-hidroxi-col-5-énico ha sido enccn-

trado ontre los productos de autooxidacidn del colesterol (IIa)

(5)

y ¥ como producto natural, en la orina de nifios afectados do

atrosia biliar(6’7).

Fraccién
cetdnica
colesterol —2 b . .
FPraccidn
4cida
AcO
Br
(1IV)

at 1) anhidrido acético 2) bromo/4cido acético; b: 1) tridxido
de cromo/4cido acdtico 2) zinc/4cido acético 3) hidrdxido de
potasio/metanol.

Picura 1. Esquoma de oxidacién de colestercl (IIa).
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Con el transcurso de los afios, ¢l 4cido 3P-hidroxi-col~
5-énico (la) ha demostrado scr un producto de partida muy Uil
para la sintesis de distintos esteroles y hormonas esteroidales
(8-10) y esto motivd que varios investigadores buscaran nugvas
forwas de obtancidén de dicho producto, como asi también el mo-
jorar las ya existentes.

Se realizaron estudios de las condiciones de oxidacidn
que permitian incrementar la cantidad de fracoidn écida(ll) co-
mo asi tambidn respecto de la identidad de los otros productos
que integraban dicha fraccidn; entre éstos se encontrd 4cido
3p-hidroxi-23-norcol-5-énico (V), 4cido 3p-hidroxi-22,23-bis-
norcol-5-énico (Vla), &cido 3p-hidroxi-eti-5-énico (VII), &4cido
3B-hidroxi-colest~-5-en~-26-0ico (VIII)(12’13) y 4cido 3B,1l7-di-

hidroxi-col-5-énico (d-lactona) (IX)(14).

(15) realizaron la oxidacidén del

Kiprianov y VeYtsman
3B~acetoxi-26-nor-26-fenil-colesta-5,24-dieno (X) (obtenido por

: CO_H

2
002H

HO RO
(V) (VIa), Rt H

(Viv), R: CH_CO



.

CO_H
co, 1 /I::::t:fzi::E:]::\\v//\\T’ 2
oz

HO/[:::j::E;;:f:f:] HO

(VIiI) (v11I1)

AcO
(1X) (X)
reaccién del 3p-acetoxi-26-norcolest-5-en-25-ona (XI) con bro-
muro de fenilmagnesio y luego 4cido acético) con tridéxido de
cromo en una mezcla de cloroformo y &4cido acético, obteniendo
el 4cido 3R-acetoxi-col-5-dénico (1b).
Se buscaron ademds otros productos de partida que pu-
dieran ser transformados f4cil y eficientemente en el &cido Ia.

En 1952, Yamasaki(IG)

descubrié que el éster metilico del &cido
hyodesoxicdlico (XIIb) (preparado por esterificacién del 4cido
hyodesoxicélico (XI1la), un 4cido biliar presente en la bilis

del cerdo) se transformaba en ol éster met{lico del &cido 3p-

cloro-col-5-énico (XIIIb) por accidén del oxicloruro de fésforo;



s

O,,R

HO I
AcO ou

1

(X1) (XIIa), R: H

(X1Ib), R: CH

CO.R

RO
Cl H
(X111a), Rt H (Xiva), R: H
(XIIIv), R: CH3 (XIVb), R: CH3CO

el tratamiento de este producto con aceteto de potesio en &cido
acético, seguido de saponificacidén daba lugar al 4cido 3B-hi-
droxi-col-5-énico (la). Una variante consistfa en saponificar
el éster XI1Ib al &cido 3B~cloro-col-S-énico (XIIIa), laz acetd-
lisis del cual producia el &cido 3B-acetoxi-col-5-énico (Ib).

Shimizu(l7)

y utilizé el 4ster met{lico del &cido 33,63~
dihidroxi-5¢~colénico (XIVa) como producto de partida y reolizé
la deshidratacidén con oxicloruro de fdésforo en piridina, previa

proteccidén del hidroxilo en posicidén 3B por succinoilacidédn. La



s aponificacidn del producto obtenido duba el &cido Ia.
ijas adolante se comenzd a estudiar la posibilidad de

transforwar directanente el sistema 3o{,6-dihidroxi-5A=H en el
sistema 3p-hidroxi-5-eno. Se encontrdé que la acetdlisis del di-
mesilato del éster metilico del 4cido hyodesoxicélico (XVa) con
acetato de potasio en anhidrido acético producia el 4§ster meti-

. . s 4 . (18)
lico del 4cido 3B-acetoxi-col-5-énico (Id) .

020H3

m ‘\\\\
H

o"llll

R
(Xva), R: “SO2CH3

(XVo), R: -802-06H4-CH3(p)

Esta reaccidén fue estudiada por numerosos investigado-

res encontrando que también tenfa lugar con el ditosilato co-

(19-21)

rreapondiente XVb y ¥ ademds que era general para los

(20)

3, 6X~-ditosiloxi-5R~esteroides permitiendo su transforma-
cién en 3B-hidroxi-5-en~esteroides. Para realizar esta trans-

formacién se han utilizado diversos reactivos, como ser acetato

de potasio en &4cido acético(22), N,N-dimetilformamida acuosa

(20’23), N,N-dimetilacetamida acuosa, N-metilpirrolidina acuosa

(23)

0 acetona acuosa y acetato de plata en &cido acético, anhi-
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drido acético y 4cido acdtico o N-metilpirrolidina y &cido acd-
tico(?4), scilsndo los rendimientos entre 30 y 70/, Los mejo-
ros rendimientos se obtuvieron al utilizar solventes polares y
un modio do reaccidn bésico(20'23).

El mecanismo de la reaccidén involucra una sustituocidn
nucleoff{lica bimolecular (SN2) en el carbono 3, para dar el 3p-
acetoxi-compuesto, seguida de una»eliminacién unimolecular (E1)
de &cido p-toluensulfdénico o metilsulfdénico (sesdn que la reac-
cién se lleve a cabo sobre el ditosilato o el dimesilato res-
pectivamonte) que darfa orf{gen al doble enlace en la posicidn
5(6). E1 hecho que tanto el hidrdégeno del carvono 5 como el
grupo en el carbono 6 sean ecuatoriales (respecto al anillo B),
hace desfecvorable la eliminacidn facilitando que tengan lugar

(19)

reacciones secundarias . Un producto secundario que acompaia

al &cido 3B-hidroxi-col-5-énico (Ia) obtenido por este método

es el &cido cola-3,5-didnico (XVI)(eo).

Posteriormente la reaccién fue aplicada a otros &cidos

CO2CH3
O H

(xXvI) (Xv1i1)



,)r-l‘
(2% 47)' con idénticos resultados que

3,6-dihidroxi~colénicos
los oblonido: para el dcido hyodesoxicblico (XiIa), salvo on ol
caso del dster mot{lico del 4cido 3x,6B-dihidroxi-5«-colédnico
(XVII) con el cual no se obtuvo el dimesilato correspondiente
al tratarlo con cloruro de mesilo en piridina sino directamento
el producto de¢ eliminacién, o sea el dster matilico del &cido
Jx~-mesiloxi~col~5-énico (XVIII). Al hacer reaccionar este pro-
ducto con acetato de potasio en dcido acético se obtenfa, luezo
de saponificar, el dieno XVI como producto principal(ZS).

Sin embargo, el déster XVII por tratamiento con oxiclo-
ruro de fésforo en piridina, producfz el éster metf{lico del 4-

cido 38-cloro-col-5-énico (x111p) (28029

que pcdfa transformar-
se en ol 4cido 3R-hidroxi-col-5-énico (la) segin se ha indicado
(16) (pdgina 5).

El éster metf{lico del 4cido 3R-cloro-ccl-5-énico (XIIIb)
tambiér fue preparado por reaccidn del ditosilecto del éster me-

t{lico del 4cido hyodesoxicdlico (XVb) con clorhidrato de coli-

0
0020H3 C 20H3

MsOw No3

(XVI1I) (XIX)



dina en N,K=dirstilforncmida o con clorhidrato de piridina en
piridinn(30).
Una Gltima tronsformecidén de XVb en el 4cido 3fB3-hidroxi
-col-5-énico (Ia) fue realizada por Hodosan y colaboradores(Bl)
quienos traturon el ditosilato del éster metf{lico del &cido
hyodosoxicélico (XVb) con nitrato de piridonio en piridina; el
éster metf{lico del &cido 3p-nitroxi-col-5-énico (XIX) obtenido,
por calontamiento con zinc en &cido acédtico y posterior saponi-
ficacidn, daba lugar al 4cido Ia.

El éster met{lico del 4cido 3B8,6B-dihidroxi-Sd-colédnico
(XIVa) puede acetilerse selectivesmente en el hidroxilo de car-
bono 3; por tratamiento del 3p-acetoxi-derivado (XIVb) con oxi-
cloruro de fésforo en piridina se obtuvo el éster metilico del
4cido 3BR-acetoxi-col-5-énico (Id)(32).
En 1o que respecta a otras sintesis del &4cido 3Rf-hidro-

xi-col=5-énico (Ia), Hayatsu(33)

lo obtuvo a pertir de un com-
puesto con menor numero de carbonos, el &cido 3B-acetoxi-22,23=-
bisnorcol-5-énico (VIb). El esquema seguido se presenta en la
Figura 2.

El mismo autor aplica este método para sintetizar el e-
pimero 20S del 4cido 3f~hidroxi-col-5-énico (Ia-20S) partiendo

del epimero 20R del 4cido VIb que puede ser obtenido a partir

del isdmero natural 20S segun el esquema de la Figura 3.



Cco_H CGClL

2
a b
_— _—
AcO AcO
(V1iv)
H Ts
(o} d
_— _——
AcO AcO
02H
HO
. (1a)

a: cloruro de tionilo; b: borohidruro de sodio; ¢! cloruro de
tosilo; d: 1) sal sédica del melonato de etilo 2) hidréxido de
potasio/metanol 3) calentamiento en medio Acido.

Figura 2. S{ntesis del 4cido 3@-~hidroxi-col-5-énico (Ia) a par-

tir del 4cido 3B~-acetoxi-22,23-bisnorcol-=5-érico

(VIn),



AcO

(VIb-208)

CH, £ CO.H

AcO

(VIb-20R)

at 1) nitrito de plata 2) ioduro de metilo; b: 1) hidréxido de
potasio/dietilenglicol 2) anhidrido acético.
Figura 3. Epimerizacidémn del carbono 20 del &4cido 3Pp-acetoxi-22,

23=-bisnorcol-5-énico (VIb=20S),

.En 1955, Bergstrdtm y P§5b0(34) sintetizaron el éster

140 (1da) a partir

metilico del 4cido 3f~acetoxi~col-5-dénico-24~
del dster metflico del 4cido hyodesoxicdlico-24-14c (XIIv), por
tratamiento del dimesilato de este dltimo con acetato de plata

ern 4cido acdtico.

El método gonercl para marcar 4cidos biliares en el
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cirbono 24(35), consiste en transformar el 4cido an el halo ;o-
nuro con un 4dtemo due carbono menos mediante una resccidn de
Hunsdiecker, el cuual se hace reaccicnar con ciacnuro de potasio
marcado con carbono-14. Por hidrdélisis del nitrilo formado so

obtione el 4cido de partida cor la marcacidén rediactiva en cl

caxrtono del carboxilo. Iste prcoccodimiento se ejemplifica vaore

co 2}1 COE'A-CS
a b
HO™ : AcO™" H
1 ou OAc
(x11a)
.O H
c 2
—c
R o o: 14C
AcO® > HOY >
H = z
OAc H OH

a: 1) anhidrido acético/piridina 2) nitrito de plata; b: bromo/
bromuro de etilo/acetato de plata; cs 1) cianuro de potasio-l4c/
hidrdxido de potasio/ectanol 2) hidrdxido de potasio/etenol 80:%
3) ecidificacidn.

14

Firure 4. Sintesis del 4&cido hyodesoxicdélico=-24-"""C a partir de

&cido hyodesoxicélico (XIIa).



el &cido hyovuoioxicllico (XIla) en la Figura 4.

Cuin.0o cute nétodo cldcico se avlicd diroctamente al &-
cido ip-nidrexi-col-%-¢nico (Ia) se obtuvieron principalmente
productes svceunderios, aun cuardo se protege el doble enlace
por hromacién(34).

Posteriorrmenioc el wdtodo gernerszl fuo mojorado y se lo
utilizd para preporer dcidos biliares marcados con carbono-13

)(36)

en el carbono carboxilico (carbono 24 . La secuencia lleva-
da a cabo era similar a la indicada anteriormente (Figura 4) u-
tilizando una modificacidn de la reaccién de Hunsdiecker con

(37) (que evita las di=-

tetrzacetato de plomo y clorurc de litio
ficultades técnicas de preparar sales de plata anhidras) para
la degradacidn del 4cido carboxflico y realizando la cianura-
cién del cloruro obtenido con cianuro de sodio marcado con car-

bono-13 en dimetilsulfdxido(38’39)

. De esta forma se sintetiza-
ron 4cido célico (XXa), &cido desoxicdbdlico (XXb), 4cido litocé-
lico (XXc) y 4cido quenodesoxicélico (XXd) marcados con carbono
-13 en la posicidén 24.

En esta tésis se presenta una sintesis del &oido 3f-hi~
droxi-col-5-énico (Ia) y de algunos derivados de éste, a partir
de acetato de pregnenolona (XXIb)(40) y la aplicacidén de éste
método a la sintesis de dicho &cido marcado con carbono-1l4 en

la posicidn 24(41).
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Lou principios cardiotdnices o cardiocactivos, son ecio-

roides oue reseon la ca“ icidad e ejorcer una accidn poderosa ¥

1]

ocpacf{fica sobre el misculo cardiaco en el hombre y los animi-

los.
La gran nayeria de estos principios son glicdsidos de
e v 42) , . .
origar wasntel y aungua los vencnes de sapos contienen prin-

cipios cardiotdrnicod aue ro son glicdsidos eino geninas.este-
roidalcer guuructuralients rclacionzdas ecn las agliconas de les
princirvics vegetsles. Tombidn se han encentrado en ciertos in-
sectos ourngue se prosume que é2tos no los elanoran sino guo los
obtiarcu cn cu alimentacidn,.

Se guvone que la cctividad cardieca reside en la azli-
cona y ¢vae lcg hidratos de cartoro le corfieren una solutilidag
favoranis, siondo los glicdsidos maes efectivos que la agliccne
corresrondienta. Esto no ocuxrro en los verencs de sapos, donde
las genines esteroidales son mas potentaes que cuando se encvor=—
tron como ésteres de la suberilarginina (XXII)

CO_H
2

|
~COnHI-CH-( 1) -NH-C:ii

n02c~(0h2) ,

6

(303x1)

.
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a.

nonte, l1los principios cardioténicos esteroi-

3
~dos cardendlidos y bufadiendlidog
as 4to-

on

Iotructural
Goicen oo dg dos tinos llams
(#iurs ©). Yos curdendlidos son estoroides de veintitres
105 do o/vleno, con un anillo lactdnico de cinco miombros ofR-
10 diturido (grupo buitendlido), y poseen un hidroxilo en posi-
corfiruracidn B. Los bufadiendlidos poseen veinti-~
de cerboro, un &nillo lactdrnico de seis mie:‘foc

QGG

turado y un hidroxilo on posicidn 14 o un epd-

-~
12 G

tooro

tenierdo er todos loz casos coanfigjuracidn 8.

Sy L .
dculaeion

o o
oy R

Xido on 1
®
Nigitoxigenina Bufalina
® . . .
(Cixdendlido) (Bufziier:élido)
Fiqnra 6, Sicrrlos do los distintos tipog de principios cardio-
bd tdnicos.
® La eatasrsoquinmica de estos compus3tos corresponde al do
un esterol o un 4cido biliar on los carbonos 8, 9, 10, 13 v 17
. poero la coufisuracidn en el carvono l4 es B, o sea gue los ani-
1los C y D s2 encuentrin fusionados en cig. La configuracidén en



il

)
2

A/B Qj:.’ C/ D E’l:’

thtane

:’./;3 to

3
“‘m-—';

¢/D gis

-—

i A ey

Fi-ana 4, Hggoreoquinica do los cardendlidos y bufadiendlidos.

el cartono 5 ¢s B en los bufadiendlidos (anillos A y B giz),
nientree quo en loa cardendlidos puede soxr « o B (Figura 6) o

poscar un dobls enlace en la posicidn 5{6).

Las variacionaos ostructurasles en ambgs sorlias consiatan
en diterantes configuraciones en 108 carhonos 3 y 5 y en la
presencia do funciones oxigenadas en distintas posicionaes acl
si;tem: polinuclear.

Todos los cardendlidos existen cono glicdsidos vagetao-

les, pero los hufadiendlidos son productos qia sae encuentran



tanto on ve-sotnrles como en animalen. Del Chan’su, producto co-

nercicl e sc cunonag veneno del sapo Mifo parsariasng Canlose

(43) . (44)

o una m2rela del vensno de distintos sapos chinros y SO=
(45,46)

co y molido, o han aislado cardendlidos pero este hocho
no puaila sor conaideredo como prucba gque en 6l veneno de sano
existan caricndiidos dedo los diferentaes orizenes del Chan’su v
su distinia comvoaicidén sexin la fuente en la gue se adquiere.

En aste capf{tulo se hard referencia a los estudios rcu-
lizadcs para osclarecer la biosintesis de amboa tipos de suo-
tancias,

Binsfnic s da ervlandlidans,

>~

Bl grupo de los cardaendlides 68 el gue ha sido mas an~
plizmanic investigado; la biosintesis de los mismos fue estu-

diada utilizando »recursorcs marcados en plantas del género Di-

IS

givolis, rprincipalzente en Dizitalis lanata y Digitalis purny-

B e Ldel]

Ina. Se roaslizaron ademés algunos ostudios complemsntarios en
Dado quo la diferencia esencial entre cardendlidos y
esterolos radica an que la cadena lateral alifédtica de estos
Ultimos ha cido roemplazada por un grupo butendlido, es de as~
perar que su biogdnesis estd intimamente relacionada. Teniando

en cuenta gue 8l 4cido mevaldnico (XXIII) es precursor conocido

del colesterol (XIz), el primer paso fue establecer si los car-



dendlidos tuwbidn derivaban de dicho compuasto.
o . (47,48) .
i 1960 amastadt y Beal' '’ encontraron que suminic-
P \ . 14 .
trondo 4cido wovaldnico~2-" 'C a una planta D. lanata, aiclaban
un glicdsicdo raidiactivo que por hidrdélisis producifia digitoxi-o-
nina (X{IV) y los hidratos de carbono glucosa y digitoxose,
connprobande que toda la actividad permanccia en la aglicona.

Para aclarer ol ori{gen del anillo butendlido, Luets y colubora-

(49,50)

doros utilizaron el mismo precursor c¢un plantas D, rurnn-

=

(Xx1V)

Firurs 7. Hipdtesis sobre la distribucién de la marcacidn en

. 14
digltoxigenina a partir de &cido mevaldnico-2- *C.



nina (UALV) g fornabn a travds dol colesterol (1la) o ¢lgdn
tritorzana ray relaciowsde por ruptura entra los cavionns 23 ¥
24, lu Qintribucidn do 1z usrcacidn serfa 1a indicada en la di-
cura 7.

Por degradecidn ds la digitoxigenina radiactiva al 4dci-
do etidnico (XiV) somdn el esquoma de la Figura 8 y andlisis do
los otrce productos de desradacidn cue contonian los carbonas
21, 22 y 23, determinaron gue el corbono 22 no ostaba marcaio ¥y
aue el #ciio otidnico (XAV) tonfa la misma actividad espocifica
auo la digitoxigsnina (XLIV). orizinal. La rcaccidn de Schmidt
realizads sobre dicho &cido daka didxido de carbono inactivo,
provenicnite del cartono 20.

Ldends la dogredacidn total de la digitoxigenina indicé
que toda la radiactividad e encontraba on los carbonos 1, 7 y
15¢ 51)

En consacucncia ol anillo buieudlido no provenfa de la
cadona latscal del colesterol (IIa) ni directamente a partir
del 4cido movaldnico (XXIII) ya gue ningurno de sus 4tomos de
carbono poceia radiactividad. Quedaban por lo tanto dos hipdte-
sis posibles: a) una rupiura de la cadena lateral del coleste-
rol entre los cartonos 20 y 22 para dar ua 20-ceto-derivedo del
preg:ano, el cual reaccionarfa con una moldcula de 4clido acéti-

co (como zcetil Cocenzima A) dando un R-hidroxidcido, que por
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HCHO e
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23 1) eupidrido acético/piridina 2) ozon¢lisia 3) zince/4cido a-
cético; bt bicarbonato de potasio; ¢ periodato de sodio; d: 1)
dlazozetano 2) oxicloruro de fésforo/piridina; a: 1) hidrdxido
do potacio/etanol 2) acidificacién.

Fimura 6. Fsquema do dagradacidén del anillo butendlido de la

digitoxigonina (XXIV),
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Fimuva @, jilpdussins sobre la formacidn del anillo buicudlido.

-

deshidratacidn, oridacidn del carbono 21 y lactonizacidén daria
lugar al anillo butsnélido y b) a partir de un 4cido etiédnico
el que racccionarfa con una moldcula da &cido acdtico dando un
B~cetoécido que por descarboxilacidn darfia lugar a un 20-ceto-
derivaio del praeznzno que reaccionarfa como se indicd antorior-
mente en a (Figura 9).

Para decidir cual era la hipbétesis correcta, leote y

colabhoradioros hicieron experimentos suministrando a plantas D.



-

(XXv1)

(-’A)

(I1z) (xxTa)
Fimeo 10, Distribucidn de la marcacién en escualeno (XIVI),
coleasterol (Ila) y pregnenolona (XXIa) a partir ce

.
dcido mevalénico-3-14c (circulo O}, ’-*40 ( punto

o 14 .
o) (XXIII) y acetato de sodio~l~""C (tridngulo a).

purrura2, acetato de scdio-l=-

T S At

140(50)

140(49:50) y 4cido movalénico-3’-

(52) suninistraron 4cido

y Roichstein y colaboradoras
mevalénico-3~14c a D. lenata. Las distribuciones de la marca-
cién en escueleno (XXVI), colesterol (IIa) y pregnenolona
(XX1a) pueden observarse en la Figura 10.

La digitoxigenina (XXIV) aislada en todos los casos re=-

sultdé activa, y por degradacidn segin el esquema de la Figura 8



ce dotersind quo ¢l acetato da sodio~l-l40 havfa dado luvar a
disitoxisouina marcila en ol sistena esioroidal y en log cawlo=-
nos 20 y 23 decl anillo rutenvlido, pero no en los carbonca 21 y
22y, lo cusl czterfa do zeuerdo con cuzlcuiera do las dos hind-
tecia enunciosdas anteriormente. El dcido mevalénico-3-l4c nnnia
producido disitoxigenina marcada en el carbono 20 ademéds del
sistena estoroidal, y finalmente el 4cido mevaldnico-}’-l4c'
prciunjo el cardendlido marcado en los carbonos 18, 19 y 21, os-
tanio la torcera parto de la actividad tctal prosente en cste
dltico, Fste resultado ostd de 2cuerdo cou la hipdicsis de un
internediario de tipo pregnano y no con un &cido etidnico, do-
bido a que en eso caso se obtendrfa digitoxigonina (XXIV) sin
marcacidn en el carbono 21 ya que éste provendria de una mold-
cula de dzido acdtico (Figura 10). Ademéds la hipdtosis del &ci-
do etidnico no serfa acordo con el resultado obtenido con &cido
mevalénico-3-l4c, ya que en dicha hipdtesis se suponse que el
carbono 20 proviene de una moldcula de dcido acédtico.

(53) o

En 1984 Tschesche y Lilienweiss administraron

3B-zlucdédsido da la prognanolona—2l~l4c (XXVIL) a plantas D. la-
nata encontrando ol 6% de la actividad suministrada en los cur-
dendlidos digitoxigenina (XXIV), gitoxigenina (XXVIII), digoxi-
genina (XXIX) y xysmalcgenina (XXX).

En consecuencia quedaba demostrado el camino?



HO
Gilu-0 AN
(XXwIi) (XXVIII)
7
0
OH
BEO
(ZXX%)

Vorios trabajos posterilores, intentarcn aclarar 2lganoc
9
pasos dcl esquena biosintdédtico trazado.

(54)

Tschescha y Brassat encontraron que administranco
- 24 . . .
pregnonolona=21~""C; no ya como glucdésido sino con el hidroxilo

en la posicidén 33 libre (XTa), a D. purourca se obtenia digi-

toxigenina (XXIV) y el derivado dol digitanol, digipurpurogeni-
na (XXXI) radiactivos.

La capacidad de la planta D. lanata de motabolizar cec-
(55)

lestarol (IIa) fue demostrada por Caspi al encontrar preg-



H
XX¥T) (XZXI1) (XXX111a): SR-H
(XXXIIIv): Se-H
nenolona (2XIa) radiactiva entre los metabolitos del colesterol
-4-140 en dicha plenta. Esto apoya la suposicidn que el coles-
torol (o un triterpeno muy relacionado) es el esterol bésico
formado en la plesta y que la pregnenolona (o un 20-ceto-dori-
vado dol rregnano) juega un papel muy importante en la bicsfin=-
tesis de Jos caordoerndlidos.
Egtablecidos entonces los lineamientos generales del
esguena Liosintético, quedaba por estudiar el mecanismo de sa=-
turacidn del). doble onlace en posicidn 5(6) y la hidroxilacidn

en carhono 1l4.

En lo que respecta al primero de estos puntos, Heftmann

R (56,5T7) _— s _ .

y coleboradores realizaron un estudio de los metabolitos
A

de la pregnonolona (XXIa), suministrando pregnenolona-4-l'c a

plantas D. lanata, en un intento de hallar posibles precursores

de los cardendlidos e identificaron progesterona (XXXII) y 5f8-

prognén=-3,20-diona (XXXIIIa) radiactivas. Se suninistré enton-



rar
LXREGE .

—

e rrocertorcni-d- a loo micmes plontes, cneenlroirtio

uns rav bioon incorpesrcién a les cordonrdlidos (diew vecus imds
14 .

yor oue et sl ceso do la progucnolonas=d- c) ¥ una incoruevie

cidn cummeenie pusuciia a pregronolona (¥¥¥a), lo cual de.oomira-
r{n cua lua vrozastorona (XXXIT) estd mos odelante on el ciming
biocintdtico. Intrs los motabolitos de la progestorona so en=-
contraron 5B-pregndn-3,20-diona (XLJITal), S¥-pregnion=-3,20-i
na (Zaifliv) y S&~presnin=3B=-ol-2C-ona (JOIVb) radiactivoc
estos dos Yliinos no ezlarian involucrados on la biosintesis de
log cardcondlicns saturados en la pouizidn 5(6) prasentes on 2y
lonats yu cue éstos poseen el hidrésono en el carbono 5 con
confizuracidn . Por otra parte se aisld digifclogsnina (X17¥)

¥y se detarmlnd cue no era activaj siendo dste un digiterol cue

posoes uvu doble enlace en posicidén 5(6) y toniendo en cuenta quc

(

\n

14 -t e 4 : 5
la pregnenolona-4-""C da lugar a dicho compuesto radiactivo !

o1 , 96 pucdo suponer que la progesterona (XIXII) es el intor-

o

HO
HO

; HO

(XXXIva): 5B-H (xxxv)

(XXXIVb): So=H



mediario utilizado por la planta para roducir el doble aenlace
originalrente presente en la posicidén 5(6). Analogamente a lo

(59), la pregnenolona (XX a) se

qua ocurre en los animaley
transforiaaria en progesterona (XXxX11) y en 6ste momento se ga-
turarf{a el doblo enlace. Esto fue confirmado por Caspi y Hoxrnmbvy

(60) quiones suministraron una mezcla de pregnenolona=3o(~T (T¢

tritio) y prognenolona-4-l4

C a plantas D. lonata, encontrando
que la digitoxisenina (XXIV) radiactiva aislada no contenfa:
tritio en la posiciédn 3.

(61)

Tschesche y colaboradores denostraron que la 5f-
pregnén-35-0l-20~caa (XX Va) y'la 5B-pregnén-3,20-diona
(X¥XI11la) marcadas con tritio en las posiciones 16 y 17, son
interccavertibles al ser administradas a plantas D, lanata y
que son precursores ae digitoxigenina (XXIV), gitoxigenina
(XXVIII) y digoxigenina (XXIX), .

Paralelemente a estas experiencias Heftmann y colabora-

dores reelizeron estudios en plantas Strovhantua korbd., Los

cardendlidos dol Strerhantus difieren de los de plantas Di-cito-

lis, por tener funciones oxigenadas en las posiciones 5 y 19,

14

. Suministrando progesterona-4-—"'C a plantas S. koniui,

aiglaron periplogenina (XXXVIa), strophantidina (XXVIbv) y

(62)

strophantidol (XXXVIc) radiactivos y en un estudio poste-~

rior encontraron adomds 58-pregndn-3,20-diona (XXXIIla), 5%-



0
R
CH
366} 10
OH (0}
(#7VIa), R: CH3 (XXVII)
(XiXVib), R: CIIO

(X5Avie), R: CH20H

pregndn-3BR-0l~20-ona (XXIVb) (tambidn hzlladas en D. lani:

(56)), presnédn-3@, 58-diol-20-ona (XXXVII) y 5B-pregnédn-3p-cl-20
~oxa (XTI Va) radiactivas(63).

La presnédn-3p,5B-diol-20~ona estorfa asociada dirccte-~

mente a la biosintesis de los cardendlidos de Stronhentus cuo

poseen un hidroxilo er posicidn 5B, sin embargo al suminisirar

SB-pregndn~3B-ol—2O-ona~4-14c (XXXIva) y pregnén-3B,5B-diol-2C-

ona—4-14c (XZXVII) a S. kombd se obtuvieron pequefias incorncra-

ciones en los cardeundlidos, por lo que no pudieron sacarse con-

clusiones dofinitivas sobre la intervencidn de 1los compuestocs

(64)

administrados en el camino biosintédtica . Andlogamente, cl

L . . 1l ]
suministrar periplogonina=4- 4o (XXXvia) a S. kombd, no se en-
contrd incorporacidn a los restantes cardendlidos.
Por otra parte, hasta ese momento no se habian detecta-

o [(63)

do cardendlidos con un hidrégeno en posicidn 54« en S. kombd



-30=

(XCXVIII)

(solamento se habfe detectado uwzarigenina (XXXVIII) en otras

(65,66))’

espocies de Stronhaniusg por lo cual no se sabia la

funcién do la 5y-proznén-3f-ol-20-ona (XXXIVb) quae habfa sido

) 6
encontrada como un matabolito de la progesterona (XXXII)( 3).

14

Suministranilo S¢=pregndn=3R=-o0l-20-ona=4~""C a plantas S. konmbd,

se aisld uzarigenina (¥XXVIII) radiactiva(64); previamente

(67)

Tschesche y-Snatzke habfan encontrado 5«¢~-pregnin-3f-ol-20-

ona (XXXIVb) y uzarigenina (XXXVIII) en plantas Xysmalobiunm un-

dulatum, sugiriendo que podia existir una relacidn biogendtica
entre ambos productos pero sin demostrarlo experimentalmenta.
Ya se habia sedalado que una de las caracteristicas de
los cardendlidos es la de poseer un hidroxilo en posicién 14
con configuracidén B. Esto es de especial intereds, ya que la hi-
droxilacidén de esteroides en &tomos que no son vinf{logos ocurre
por desplazamiento directo de un hidrdgeno con retencidn de
configuracibn, o sea, que el hidroxilo entrante asume la este-

(68)

reoquimica del protdén saliente . Dado que el colesterol



oy (5%) 4y (53454, 59)

o y prososterona (XHIII)
(52)

44

, brogncnolona (X1
Jo: cuulos pocsosn ol hidrézeno on vosicidén 14 con confli-
guracidn o, se incorporan a los cardendlidos, serla de esparar
aue 9i Ja hidroxilacidn ocurriera por el mecanismo conocido e
obtuvicren productes que tuvieran un hidroxilo 140 en vez de
148,

(09), planted~

Pura justificor este hoecho Caspi y Lewis
ron dos hipdtesis partiendo de la supozicidn que un precursor
esteroidcl con el hidrdzeno en posicién 14K, sufriera unz hi-
droxilacidn normnal dando un 14d;hidroxi-derivado el cual se in-
vortiria 21 comonuesio l4B-=hidroxilado.

La primera hipdtesic supone gue la secuoencia se inicia
por el desplazamiento del hidrdgeno l4o en XXXIX, formando el
l4X ~hidroxi~interuediario XL. Esto so ve apoyado pdr el aisla=-
miento de esieroides l4d~-hidroxilados de plantas(7o’7l). Il al-
cohol terciario XL, por deshidratacidn, podria dar la 14(15) o-

lefina XLI, que por oxidacidn en B darfa lugar al 14B,15(~epd-

xido XILII. Kuevamente la presencia de 148,15B-apéxidos en los

(X1I)



\\\\\ CH

(X1i1) (XLI1I)
bufadiisndlidos auvoya esta suposicidn. Finzlizente la apariura
roductiva dol endxido XIL11 por ataque en el carbono 15 daria
Jugar &1 146 alconol XILIII,

Una varicante alternativa, podrfa ser aque el producto 2L
se doshiirataraz a una olefina 8(14) aue por oxidacién der{e un
8B,14R~cndxido el cultl por ataque roduciivo en ol carvono &
rendiria ¢l 14f &lcohol XLIII,

La segunia hipdtesis de Cgun1(69) svupone gue el rrocezc
puede coxr por radicales libres y no idnico, toniondo en cusnta

quae la bviosintesis de cardendlidos ocurre en las hojas(53’54’

[{e] = .
’). Peor influercia de la luz solar, el l4d-hidroxi-derivado XI.
rodria dur origen al radical oxi XLIV, Este tipo de radicales

se reordanan a radicales ceto(72) como XLV, X LV1 y XLVII, =1

R R R

RO G

(XLIV) (XLV) (xIvI)

Oe



(T e

(XLV1T) (XTviIil)
cierre del anillo vodrfa ocurrir con inversidén de la configura-
cién en el cartono 14, dando ol radical l4B-oxi XLVIIL y final-
nanto el 148 alcohel XIIII,

Por otra parte en ninguna de las dos hipdtesis la hi-
droxilscidn inicicl ostd limitada al carbono l4, sino que puedeo
ocurrir en los cartonos 8 & 15; esos hidroxicompuestos podrian
trensforzirse en un 143 alconhol por mocanismos similares a los
pProruestos.

Para probar ostas posibilidades se suministrd a D. la-

,(69)

nat una mazela de l4-hidroxi-progesterona=~1-T (XLIX) y

progosterona—4-14c (XXXII), ya que esta dltima serviria como
control. La digitoxigenina (XXIV) obtenida, contenfa carbono-14
pero no tritio, de donde se deduce que la l4¢-hidroxi-progosto-
rona (XL1X) no es precursora de cardendlidos.

Por otra parte, Tschesche y colaboradores suminisiroron
5,6-dehidro—l4—desoxi-l4«kdigitoxigenina-22-l4c (L), l4R-anni=~

dro-digitoxigenina—22-l40 (IJ)(73)

=160=T (LII)(sl) a plantas D, lanata, encontrando que en ningudn

¥ S5A-preg-l4-en-3B-ol-20-ona



Ho
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coso la digitoxizonina (X¥XIV) resultd radiactiva. Si bien ésto
complemcnia el {trabajo realizado por Caspi(69), nada puede de-~
cirso accrca de otros l4d-hidroxi 4§ l4,1l5~dehidro-interinedia-
rios ye quo éstos podrian formarse en otra etapa del proceso
biosintético.

Para trater de zclarar este cuestidn, se administrd 5R-
-prognén-33,14B-dicl-20—ona-15,l6-T2 (IIII)(73) ¥y SA-precgnin-38,
143, 21=-tricl=20-cna=3q-T (LIV)(74) a plantas D._lanata obtenidén-
dose cardoendlidos radiactivos, lo cuel indicaria que la hidro-

xilacidén en el carbono 14 ocurre con anterioricad a la forma=-

cidén del znillo butendlido y que posiblomente no pasarfa por un




CH O

HO HO
H

(LIIT) (LIv)
intermcdicrio insaturado en posicidn 14(1%).
Cenonica y colaboradores(YS) rcslizaron un trabajo oy
aclarciorio resrecto de la funcidén del carbono 15 en la bicsin-~
tesis de Lo cardendlidos duraente el precesso do hidroxileocidn
en corbono l4. Fn primer Jugar so adninistrd dcido moevaldnico
3R(23~2~T~2—14C) con una relacidn T/14C e 8404, a plantes Do
lonatos este cormnuesto debia originar en lz planta un interme-

diario 15d-gl 16-78)

segdn ¢l esquema de la Figura 11,
La digitoxigenina (XXIV) obtenida tenfa una relzcién
T/14C de 6,243 por transformacidén en la 3B-acetoxi-l15-oxo-digi-
féxigenina (LV) dicha relacidén disminuyé a 4,18 (Figura 12).
Teniendo en cuenta que el colesterol biosintetizado ror
la planta también tenia una relacidn T/14C de 6,64, se puede a=
tribuir la disminucidn observada en dicha relacidn en la digi-

toxigenrnina a la isomerizacidn enzimdtica reversible:

isopentenil-pirofosfato ————dimetil=-alil~pirofosfato
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intermadiario-15¢-1
Piruro 1. Formecidn dol intermediario 15¢-T en organisumos

vivoa.

¥y se puedce concluir que el tritio ¢m la posicidn 154 no inteor-
viene ¢n la coaversidn del precursor a los cardendlidose.

So probd entonces con una mezcla de progesterona=-l58-T
y progesterona-4-l4c (XXXII) en plantas D. lanata, encontrdndo-
se que la digitoxigenina (XXIV) mantenfia la relacidén entre los
dos isétcpos y que por transformacién a 3p-acetoxi~l5-oxo-digi-
toxigenina (LV) scmin el esquema de la Figura 12, se perdia la
casi totalidad del tritic. Esto indicaba que el tritio en la
posicidn 158 tampoco intervenia en la conversidén de la proges-

terona (XXXII) a cordendlidcs.
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HO

(zav)

hcecO
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a: 1) arnhidrido ac6tico/piridina 2) cloruro ée tionilo/piridine;
bt 4cido motacloroperbenzoico; g3 tridxido de cromo.
Fisura 12, Trinsformecidn de digitoxigerina (XXIV) en 3p~accto-~

xi~15=-oxo0-digitoxigenina (LV),

Por dltimo, para confirmar estos resultados, se sumi=-
nistré a D._ lonata una mezcla de pregnenolona-15«,158,21,21,21-
T5 y pregnenolona-4-14c (XXIa) aislédndose la digitoxigenina
(XXIV) que fue someitida a degrzdacidn seqin el esquema de la
Figura 8, pera dar el 4cido etidnico correspondiente el cual
ten{a una relacidn T/14C de 9,%2, Por oira parte el precursor

administrado se equilibrd con hidréxido de sodio en metanol-



2eua pero elininar el iritio do carbono 21 y el prcducto obie-
nido tcoria una rolacidn T/14C do 9,49, debido exclusivercuie al
tritio prosente en el carbono 15,

n conuocusencis se puede concluir que los hidrdgencs do
cerbono 15 no intervienen en el mocaniswo de la hidroxilacidn
en el carbono 14, lo cual descarta todos los posibles intexve-
diarios con un doble enlace en la posicidn 14(15).

Para determiner si habia intervencidn del hidrdgoeno on

79)

carbono 8, Caspi y colaboradores( adninistraron una meocla
de cclectorol-Ep=-T y colestérol~4-l40 (IIz) a plantas D._lo-n*a
encentrandéo que la relacidn de isdtopos <o manteniz en los cor-
dendlidos aisledos, digitoxigenina (XXIV) y digoxiguonina (X¥XIX).
Este resultado indicaba gue el hidroxilo en la pouicidn 14B, se6
intrcdujo sin intervencidn del hidrdégeno en 8B quodarian pucs
eliminados los intermediarios con dobles gnlaces en las posi-
ciones 7(8), 8(9) y 8(24).

Sin embargo, paralelamente Tschesche y Kleff(so) adni-
nistraron 5p~preg-8(14)=en-3,20-diona=7-T (LVI), pregnenolona=
74-T (XXIa) y 7,8-dehidro-progesterona-6-T (IVII) a plantas D,
leanata, encontrando que los dos primeros son precursores de di-
gitoxigenina (XXIV) pero no el ¥ltimo., En base a estos resulta-

dos los autores proponen que la hidroxilacidén en el carbono 14

podrfa ocurrir por formacién del epdéxido 8p,14p y apertura re-



I

(Lv1) (Lv11)

HO EQ
H H

(LVIII) (IIX)
ductiva deol misrmo. Esta hipdtesis se ve apoyade por el hecho
que entre los productos de hidrogenacidn catalitica de la adi-
nerigenina (LVIII) figurs la dihidrodigitoxigenina (ILIX), con
lo cucl ol €B,1l4R-epdxido serfa capaz de transformarse recucti-
vamento en un 14f alcohol.

Los resultados anteriores seiialan que sigue siendo pro-
blexdtica la introduccidén del doble enlace en la posicién 8(14).
Dado que tanto el SR-derivado del pregnano, como el que DOSES
un doble enlace en la vosicidn 5(6), son precursores de los
cardendlidoz pucde suponerse que ocurra una deshidrogenacién en
el certono 5 y posterior trasposicidén del doble enlace dentro

del anillo B. Tonierdo en cuenta que el derivado con un dotle



enlace on la pozicidn 7(8) (LVII) no se incorpord, TIsciiczche
(£0) proiiexre supcner que hay una deshidrogerecidn directa gor
elininzcidén de los hidrdégenos axiales 8 y 14, o rejor aun una
primera deshidrogaonacidn con pdrdida de los hidrdgenos axialec
8 y 9 y migracidn posterior del doble erlace a la posicidn
8(14). La incorporacién del precursor LVI, descarta pocibles
hidroxilaciones en la posicién 7 que pudioran dar lugar a un 7=
ceto-dorivado.

Bn consecuencia con los datos existentes hasta el mo-
mento no es posible aclarar el mecanismo biosintédtico de la hi-
droxilacidén B en la posicidn 14.

Por dltimo con respecto a las hidroxilaciones en otras
posiciones del sistema esteroidal los datos son muy limitados.

Tanto la digitoxigenina (XXIV)(51v74)

)(61)

como la 5f-pregnén-3R8,1z8
~d1i0l-20-ona (IX son precursores de digoxigenina (XXIX)
con lo cucl la hidroxilacidn en la posicidén 128 podria tener

lugar indistintamente antes o daspuds de la formacidn del ani-

0
OH

HO

(IX)



1lo butcrélido. Sin embargo, la digitoxigonine (XXLIV) no es

3 3 4 vart 1 )(rll‘}) ! n ) | l.'v""ﬁ cvO
procurcuora do itexijonina (XXv1ix 1o cual indiceria g
la hidroxilzeidn en la posicidn 6B, tendria lugar antes de le
tformreidn del anillo luctdénico.

Las posibles rutaes biosintdticas de los cardendlidos on

plantas b, 1anﬁg(81-83) y S. komgj(62-64) pueden anrcciarss on
el osqucra de la Figura 13,
dcido acdtico —————>4cido revaldédnico ———> colesterol

-

r - 3 . ) \
A\’ cerderdlidos y digitanoleg «———prognenolona

v

58-prosndn-3R-0l1-20-ona < progesterona
Y
SB8-presnédn-3f8, 14B-hidroxiiprogesterona
14B~diol-2C=-ona
I gitoxf%énina
l (XXV11I)
Y
5B-nre;nién~3g,1243, 5B8-pregnin-3f,143,

14B8,21-tetrol-20-ona 21-triol-20=-ona

Y
digoxigoninae—————digitoxigonina

(XXIX) (XXIV)
L——-)pro;;nén-3a,5{3-diol—20-ona 5«-pregnén-3p=-0l-20-ona «—
perivlogenina, strorhantidina, uzerigenine

strophentidol (XXXVIa,b,c) (ZXXVIII)

Fipura 13. Rutes biosintéticas posibles de formacidén do carde-

nélidos on plantas D. lanata y S. kombd.
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Covo =a indizé, los bufeiiendlidos son eslimcturalzenty
sinileircs a loa carderndlidos prosentando en la cadoena latera
ut onillo lacidnico de sois micibrog doblomante insaturado.

s intorssante ¢l hecho que los vufadiendlidos son do
los nocoz conbuestos orzinicos que se encuontran tanto en el
reino vogootal como en el raino animal.

En plantuzgs, loo bufadiendlidos se encuentran como gli-
cbsoidcs; como ejemplos se puaden citar la hollebrina (L:Ja) aue

so oucucntra on el Holinkorua atramubona, el scillirdsido

(Ix1fa) prasente en la variedad roja de la Scilla marftina v la

-

scillexcn A (LALIIa) en la variedad blanca de esta misma plan-
ta. Tcios estos glicdsidos son muy resistentos a las hidrdlisis
por wdtodos culxzicos y para obtener las agliconas corrsspon-

dientzo (hellobrigenina (IXIb), scillirosidina (LXIIL), scilla-

renina (IXIIIb)) so debe recurrir a hidrdlisis enziméticas(84-

87),

OH
RO

H Ao

-RO

(LxX1a), ¢ glucosa-ramnosa (ILXIIa), R: glucosa

(LXIv), R: H (ILXIIv), R: H



RO
(1XIIIa), R: glucosa-ramnosa
(LZ11Iv), R: H
En animales, los bufadiendlidos se encuentran como las
geninas 1libres o como ésteres de la suberilarginina (XXII) (bu-
fotoxinas), en la saocrecidn de las gléndulas proesentes en la
pisl del sapo (orden: Anura, familia: Bufonidae), principalzen=~
te en los pardtidas situadas detrds de los o0jos, y en algunas
especies tambidn en las gldndulas tibiales, ubicadas en las po-
tas trascras. Dicha secrecidn, contiene una mezcla de prcductos
cuya accidén sobre @l corazén es semejante a la de los compues-
tos digitdlicos.

(88)

Los estudios fueron efectuados inigialmente por Chen
y mas racisntomente por Okada y colaboradores(ag), encontxrando
que ademids de su accién digitdlica la mezcla presenta un marca-
do efecto como anestdésico local, que en algunos casos resulta
superior al de la cocaina(ag’go).

La secrecidén de las gldndulas del sapo es una mezcla

compleja de sustancias que pueden ser divididas en dos grupos:



CH CH2n(CH3)2

HO 2
10 CHUHCIL ii1CH, A\
N
1O H
(1av) (1xV)

(LXVIa), Rt O

(1XVIv), Rt 0.S0
compucstos bdsicos y esteroides. Entre los primeros se ha on-
contrado adrenalina (LXIV)(91’92), bufotenina (LXV)(92’93), de-
hidrobufotenina (LXVIa)(94’95) y bufotionina (LXVIb)(gs); entre
los sogundos se ha encontrado colesterol (IIa)(go), ¥=-sitosto~
rol(97'98) (mozcla de sitosterol (IIb), stigmasterol (ILXVII),

)(99)), bufogeninas(loo) y bu-

colesterol y camposterol (ILXVIII
(101)

fotoxinas

(1XV1iI) *(LXVIII)
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Loa ostudios biosintdéticos de los bufediendlidos cn ol

regino veosotil hau siio realizados en [»xllaboxus atroruhens y en

la varied:) roja do la Scilla mariti~a; en el reino animal di-

chos estuiios se han llevado a cabo en sapos Pifo marinus, Iifo

prroaracis vy Iafg ouronao,

Dada la similitud estructural entra cardendlidos y bu-

fcdiendlidos, se pensd que la biogdnesis de dstos estarfa muy

(1202)

rolacionade. En 1965, Tschesche y Brassat suministraron el

clucdsido de prognenolona—2l-l4c (XXVII) a Helletorus atroru-

bans, deteruinando que 1la hellebrina (LXIa) aislada al cabo de
16 dias era radiactiva. Por ozondlisis do este producto, previa
acetilecidn, sa obtuvo una sustancia inactiva, lo cual democ-
traba que la radiactividad presente en la hellebrina (IXIa) se
encontraba en el anillo lactdénico y que por tanto nd hab{ia ocu-
rrido una ruptura de la pregnenclona dando acetato radiactivo y
posterior sintesis del bufadiendlido.

Posteriormente, ge suministrd pregnenolona—4-14c y
pregnenolona=3e-T (XXIa)(103) con el fin de estudiar el meca-
nismo de nidroxilacidén en la posicidén 5. La hellebrina aislada
contenia tritio aunque la relacidén T/14C hab{a disminuido. Por
otra parite, la 56-pregnén-36-01-20—ona-16,17-T2 (XXXiva) y la

)(103)

5d-pregnén-36-ol—20-ona-16,17-T2 (XXXIVy , no fueron in-

corporades. Esto permite suponer que la hidroxilacién en el
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cosuono H no ocurrs nor sustitucidn directa del hidrdgeno en
cis pesicidn sino por odicidn de agua al doble enlace 5(G). #-
dezds ¢l hecho que hava una rotencidn parcial cel tritio en la
resicidn 3o, implica quo no es necesaria la formacidn de ua 3=
cete-dgorivado; sin ombtorgo la pdrdida de tritioc encontrada pue-
de dolterse a que la proznenolona (XXIa) (o un derivado relacio-
nado) estd an equilibrio con un 3-ceto-derivadc que no inter—
vondria dircctamente en la biosintesis de la hellebrina (LIa),

Paralelamente a estos ensayos en llelletorus atroruzens,

Gros y colahoradores roalizeron experisncias en la variedad ro-

ja da la £0iflz perfsiva encontrando que el 4cido mevaldnico-2-
T
140 (XXIII)("O4’105) y la Pragnenolona-20-14c (XXIa)(los) se

incornoraban a la scillirosidina (ILXIIDb) lo cu2l confirma los
resultzdos anteriores.

Do acuerdo con estos datos se puede postular el esguena
biozintdtico bisico de la Figura 14 para la formacidén de los
tufadiendlidos en plantas. Ho es conocida hasta el momento la
uniﬁad X que reacciona con el intermediario tipo pregnano para
formar el anillo lactdénico. Tampoco es sabido si el aporte de
los tres 4tomos de carbono requeridos provendrian de un solo
compuesto o mediante dos adiciones sucesivas.

Un canino posible de formacién del anillo lactdénico de

2-pirona, es la condensacidén del 4cido oxalacético (ILXIX) con



. . . X . s .
dcido viuvaldnico —————» prognenolona — ¥ puradiendlides

(o 20-ceto-derivado

del pregnano)

|

progestorona
(u otro 3~ceto-derivado)
Firura 14, Esquema biosintético de formacidén de los bufadiende

r— e

lidos en plantas.

un dorivado de la praognanolona (XXfa), con posterior pérdida de
didxido dc carbono y lactonizacidén., La reduccidn del grupo car-
bonilo presento en el anillo y la pérdida ds dos moldculas de

aigua produciria el anillo lactdnico hexaatdmico doblemente in-

saturado (Figura 15).

0 c|>02u HO,,
C=0
+ (‘311 HO 0] 2H EO co 2}{
| 2 _—> —_— —_—
co,
(IXIX)

0 H
HO 0 HO \ 0
_—  ——— o

Ficura 15, Hipdtesis sobre la formacién del anillo 2-pirona.
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Los estudios biosintéticos reslizados en ecnimales, tua-
(107)

ron ccrounvsdea on 1851 por Doull y colaboraiores quicunes
encontraron butadiendlidos radiactivos on el venono de sapos a-
limontados con algas que havien sido cultivadas en atmdésfera de
didxido de carbono radiactivo. Este recsulitado tiene un valor
relativo en lo que so refiere a la biosintesis de los bufadie-
nélidos, y2 que no so conocian con certeza los precursores u%i-
lizados dado que las algas podrian haber elaborado una mezcla
de compuestes radiactivos.
(108)

En 1957, Siporatein y colaboradorc inyectaron co-

lesterol-4-14c (I11a) a sapos Eufo marirus, encontrando que la

marinobufagina (LXX) aislada al cabo de 75 dfas era radiactivaj
los mismos cutores encontraron que dicho bufadiendlido no era

140 en las

radiactivo cuando se suministrd acetato de sodio-1l-
misuwas condiciones e indican que el colesterol es precursor de
los tufadiondélidos en sapos pero qua el Acido acético no lo es.
Este razonamiento no tiene en cuonta el resultado experimental
que 81 4cido acético es precursor del colesterol (IIa) en los

(209) y en consecuencia la no incorporacidn

orgenismos animales
del acetato de sodio radiactivo en los bufadiendlidos es difi-
cil de explicar.

(110,111)

Posteriormante otros investigadores repitieron

. . 1 .
las exporiencias con colesterol-4- 4C en sapos Bufo marinus
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Ol Hi OH
(IxX) (IXXIa): T«-OH
(IXXIb): 7R~CH
encontrando incorporaciones mucho menores en los bufadiendlidos
que las obtenidas por Siparsfain(loB).
Buscando una analogf{a en el orfgen de bufadiendlidos de
plantas y de animales se inyecid pregnenolona—4—l4c a sapos Bu-

110)

fo maringg( y pregnenolona—20-14c a sapos bufo Paracnemis
(106,112)

encontrindose que en ambos qasos la marinobufagina
(LXX) aislada no ora radiactiva., Se puede postular entonces que
en el caso de los sapos, el colesterol (Ila) serfa inicialmente
transforuado a un intermediario con estructura de &cido biliar
(113), que luego serfa convertido en los bufadiendlidos. ELl he-
cho de habarse aislado To{~hidroxi-colesterol (IXXIa) y 7B-hi~
droxi-colestercl (ILXXIb) del veneno de sapo(loo), que son in-
termediarios importantes en la biosintesis de los &cidos bilia~
res(114’115), apoya esta hipdtesis a pesar que hasta el momento

no se han onconfrado T-hidroxi-bufadiendlidos en dicho veneno.

Los resultados anteriores fueron confirmados por inyec-
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0 0 (co,Ba)
HO~ X AcO
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(1.xX)
a:s 1) anhidrido acético/piridina 2) permanganato de potasio; bs
azida de sodic/4cido sulfirico concentrado.

Fi~ra 16. Esquema ée degradacidn de la marinobufagina (IXX).

— &
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C a supos Bufo Pnracnemis(llz’lls).

cidn de colesterol-20- Ia

marirobufagina (IXX) aislada al cabo de 78 y 107 dfas resultd
rzdiactiva; por oxidacidn al 4cido etidnico correspondiente, ‘
previa acetilacidn, y degradacidn de Schridt de dich& dcido se
determind que tecda la actividad del bufazdiendlido residfa en el
carbonro 20 (Figura 16).

Por otra parte el 4cido mevaldnico (XXIII) es incorno-
rado on los bufadiendlidos y en el colesteroi (IIa) en sapos

Bufo Eéracnemis(105’112).

Teniendo en cuenta que los dcidos biliares podrian ser
positles precursores de los bufadiendlidos en sapos, se inyectd

a ejemplares de Bufo narinus el éster met{lico del 4cido 3«-hi-

droxi-SB-colénico-24-l4C (LXxX31), el 4cido 3«~hidroxi-S5B-cold-

nico-24-l4C (XXc), el éster metilico del &cido 3B~formoxi-5f-
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f
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coldnico (LXTIIa) marcado con tritio, la sal de sodio del dci-
do 3B-hidroxi-58-colénico-24-14c (LXX11Ib) y los ésteres meti-
licos de los 4cidos 3B=hidroxi=-5«=-coldnico (LXXIVa) y 3B-aceto-

(110)’ encontrdndose que

xi=-col~5-énico (Id) marcados con tritio
los 3«-hidroxi-compuestos no fueron incorporedos en los bufe-
diendlidos pero ci los 3B-isdueros. Dado que con estos Ultimos

se obtuvo una buena incorporacidén en los bufadiendlidos es poco

probable que haya ocurrido una degradacidén de los compuostos



inyaectados & uniavdos de dos o traes cartonos que luego se hayan
introcducido en ol rctebolisnmo dando oripen a los bufadiendlidos.
Un&a pruobo dcefinitivo requorirfa verificar en el caso do los
precursores rarcados con carbono-l4 que el cartono 24 de los

buf adiendlidos estd marcado, experiencia dsta que no fue reali-
zada,

Por otra parto los bufadienélidos fueron purificcdos
por cromatonratfa cn placa preparativa, o identificados sola-
rente ror cronatografia en cépa delgada con lo cual los resul-
tedos obternidos no son totalmonte seguros.

La conversién del colesterol (I1a) en bufadiendlidos,
involucra uné sorie de transformaciones bioquinicas interccan-
tes, occmo scr la dsgradacidén do la cadena lateral a un anillo
lactdénico de seis micmbros doblemente ipsaturado, la incorpora-
cidn de un hidroxilo tsrciario en la posicidén 148 (bufalina
(IxXXV), telocinobufagina (LXXVI)) o de un epdéxido en posicién

14p,15p (marinobufagina (IXX), resinobufagina (IXXVII)) y 1la
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HO

H

(IXXVII)

incorporscidén de hidroxilos secundarios on otras posiciones
(100). Ninsuna de estas transformaciones ha sido estudiada has-
ta el praesento en 1o que se refiere 2l orden en cue tienen lu-
gar o al wocanismo bioquimico interviniente.

Loz regultados anteriores indican gue el colesterol
(Ila) es precursor directo de los bufadiendlidos de orf{sen ani-
mal y que el camino colesterol ———» pregnerolona — 3
bufadiondlidos, a diferencia de lo que ocurre en las plantas
(pégina 46), no tiene lugar en los anirales.

No ostd aclarado el cemino metabllico de colestercl a
btufediendlidos aunque puede suponerse que, como e ha derostra-

(114), la introduccidén de

do para el caso de los 4cidos biliares
funciones oxigenadas ocurre con anterioridad a la formacidn del
anillo lactdénico.

Teniendo en cuenta la lentitud con que se forman los

bufadiendlidos, en los sapos, comparados con la formacidn del

colesterol (IIa), y el hecho que en los venenos de Sapo no se



han detectado compuestos con uné cadenz lateral del tipo dc
dcido cclénico, puedec suponersce quo o) pauso lonto ¢n la cov . --
8idén del colosterol & los bufadiondlidos soerfa la degradacit.:

jr
de la ccdena lateral(l*/)

y el édcido colénico formado se ti:un~
forrzr{a rédpidaronte en los bufadiendlidos.

Para la transformacidn bioldgica del colecterol en lo:z
bufadiondlidcs pueden postularse varios caminos(lle) que s¢
presgntan on la Figura 17,

Puede suponerse que se ipicia con la ruptura_de la ca-
dena latoeral del colestorol (o de un producto relacionado) pure
der uva estructura tipo 4cido coldnico o coldnico o un deriveado
de dutos. En ol caso de un interrediario como el dcido 3fB=hi-
droxi~-col=5-énico (Ia), la secuencia podria contipuer por hi-
droxilacién er el carboro 14 (LXXVIII) o transformacién al da-
rivado con un doble enlace en la posicidn 14(15) (IXXIX), por
deshidratacién de un l4od-hidroxi-interwediario; la incorporz-
cién de un grupo hidroxilo en la posicién 14@, ha sido discuti-
da al tratar la biosintesis de los cardenélidos en plantas (pi-
gina 30) poero el mecanismo aun no estd aclarado.

La epoxidacién de la olefina 14(15) (IXXIX) darfa lugar
al intermediario LXXX, que alternativamente podria provenir del

14B~hidroxi-compuesto LXXVIII, La transformacién de LXXVIII y

LYXXIX a los dorivados saturados daria luger a los 5R-H-bufadie-
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nélidos (bufalina (LXXV), resinobufagina (ILXXVII)); la adicidn
do ¢zua <l dovle cnloce on posicidn %(G) por otra parte daria
lugar a los SB-hidroxi-bufadiondlidos (marinobufagina (IXX),
telocinotufagina (I2AVI)). Esta Yltima suposicidén est4 apoyada
por el hecho gue ha sido demostrada la adicién de agua al doble
enlace 5(6) en la biosintesis de los bufadiendlidos en plantas
(103) para dar los 5(3-hidroxi-derivados segin se indicé ante-=
riorrente (pézina 45).

Una alternativa a es£e carino consiste en que las hi-
droxilbcionos en el sisterma esteroidal ocurran con anterioridzd
a la rupturc de la cadona‘lateral del colesterol (IIa).

Con rcspecto a los pasos finales para dar los bufadie-
ndlidos se pucde suponer que la hidroxilacién en el carbono 21
y la ciclecidn a la §~lactona ocurre con anterioridad a la for-
mceidn de los dobles enlaces en el anillo lactdnico.

Por otra parte es posible una interconversidn entre los
burfadiondlidos, lo cual estd apoyado por el hecho que al inyec-
tar marinotufagina (LXX) marcada con tritio a sapos Bufo mari-
nug se encontrd una pequeiia incorporacidén en la telocinobufagi-
na (LXXVI)(lll).

La saturacién del doble enlace en posicidén 5(6) de los

intermediarios para dar los S58-H-derivados podrfa transcurrir a

travds de un 3-ceto-intaermediario con un doble enlace en posi-



0idn 4(5), coiro se ha dorostrado para la biosintesis de los
cerdcndlidos on plantes (pdgina 26).

Los estudios lLiosintdticos en sapos se von dificultados
por el lento rmetabolicmo del animal, y por el hecho que los bu-
fadiendlidos se encuentran distribuidos en distintas pertes del
misro; asi al suministrar marinobufagina (LXX) marcada ccn irie
tio a sspos I'1fo marinus hembra, se encontrd que al oabo de 90
dfas la mayor pixte del bufadiendlido radiactivo se encontratra
inalterado en los tejidos ovéricos y en cantidades menores en

el tracto gastrointestinal(lll)

mientras cue en el veneno ex-
traido de las gldndulas se encontrd muy poca merinobufagina ra-
diactiva, sierdo la telocinobufagina (IXXVI) el producto prin-~

cipal de conversidn aungue ésta no pudo ser correctemente iden—

tificada.



CAPITULO 3

Deserin~idn dn 1+ reccciones _realizadas e intcrpretacidn de

los reaultados ontenidos.

Para la sintesis del 4cido 3R-hidroxi-col-5-énico (Ia)
se eligid como producto de partida el acetato de pregnenolona
(XXIb) oue nosee el asqueleto esteroidal requerido ¥ un grupo
catdnico en la posicidn 20, que pqrmitiria la introduccidn de
una cadséna lateral en esa posicidn por reacciones de tipo nu-
claof{lico sobrs el carbono carbonflico. Ademés el camino de
sintesis olazido debila ser tal que peruitiera colocar un carbo-
no radiaoctivo en la posicidn 24 del &4cido 3B~-hidroxi-col-%-dni-
co (Ia), con el méximo aprovechamiento de la materia prima mar-
cada para lo cual la marcacidén debia realizarse en los pasos
finales de la siniesis.

Una reaccién adecuada para este propdsito, seria la
sustitucién de un haldégeno en la posicidén 23 por un grupo ciano
proveniente de cianuro de potasio marcado con carbono=l4; una
posterior hidr»8lizis del nitrilo formado producirfa el &4cido
carboxilico buscado. Otra posibilidad sintética serfa efectuar
sobre el producto halogenado un reactivo de Grignard y luego
carbonatarlo utilizando diéxido de ocarbono marcado (Figura 18),
De lo anterior se deduce que el compuesto halogenado, que poO-

dr{a ser el cloruro de 3B-acetoxi-24-norcol-5-enilo (LXXXI), seo
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Fi~ave 18. Posiblas transformaciones del cloruro de 3B-aceboxi-
24=norcol=5-gnilo (LXIXIL) en el &cido 3B-hidroxi-col

~5-énico (Ia),

se tranaformarfa en ol intormediario clave de la sintesis.

Por lo tanto el problama se reducirfa a una homologa=-
cién do dos carbonos sobre la posiciém 20 del acetato de prog-
nenolona (XXIv) con la caracteristica indispensabls gque la ca=-
de;a lateral agregada deberfa poseer en su exiremo (carbono 23
del sistema esteroidal) un grupo funcional susceptible de ser
transformado e¢n un halogenuro. Con vistas a desarrollar ese es-
quema, se eligieron dos reacciones de homologaoidn: la reaccidn
de Roformatsky y la reaccidén de Wittis.

La rcaccidén de Reformatsky con bromoacetato de etilo y

zinc en dter et{lico~benceno realizada sobre acetato de prezne-
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AcO AcO
(IXXXII-20R) ( LXXXI I-20S)

nolona (XXIb) produjo, luego de acetilar el producto de reac-

cidn con anhidrido acético en piridina, el dster et{lico del 4-

cido 3p~acetoxi-20-hidroxi-23-norcol-5-énico (LXXXII)(IIB) que

resultd una mozcla de los diasterdmeros 20R y 20S, siendo oste

dltino el natural,

La ﬁresonoia de ambos epimeros pudo ser determinada me=-
diante espectrometria de resonancia magnética protdnica, obser-
vando el diferente valor de campo donde resuenan los protones
del carbono 21(119); segin se comenta mas adelante (pdgina 90),
en el evfmero 20R dichos protones resuenan a § 1,21 mientras
que on el caso del 20S este valor es 1,36, En el caso presente
el diasterdmero 20S se encuentra en mayor proporcidn, segin
puede discernirse de la integracidn de las respectivas sefiales
(Figura 23); no se intentd separarlos sino que se continué tra-
bajando con la mezcla.

Para eliminar el hidroxilo de la posicidn 20, se eligié

la secuencia doshidratacién-hidrogenacién. La reaccidén del com-



~Gl~

(120)

puosto LXZXII con oxicloruro de féstoro en piriiina did
lucer a una mazcla do isdmaros gomin pudo doterainarse DO cro-
natozrafia ges-liquido; de esta mezcla pudo sepsriarse por ra=
cristzlizacidn de etanol 95% un isdmero puro quc fus identit i-
cado como el 43ter etilico del 4cido 3B~acetoxi-23i-norcola-~H,
(D)20(22)-didnico (IXX¥XIIXa); la configuracidén del doble enlace
en posicién 2C(22) fuo doterminada por andlisis de su espectro
do resonancia magndtica protdnica(lel) (Figura 24). Por concan-
tracida do las aguas madres de la recristalizacidn se obtuvo
una mozela cuya composicidn sa determind por espectrometria de
resoncncia wegndtica protdnica; loa componaontes da la mezcla
fuoron tentativamente idontificados como los ésteres etilicos
de los 4cidos 3B-acetoxi-23-norcola-5,(E)20(22)-didnico
(LXCGITa) (258, 3B=-acebtoxi-23-norcola-5,(2)20(22)-diénico
(XIIIL) (25%4), 3B=ccotoxi-23=-norcola=5,17(20)=didnico
(LXXXIILe) (35%) y 3B~-acetoxi-23~norcola~5,20(21)~-didnico

(Lx2xIIa) (155), mediante el estudio de las seflales provenien-

0,0 Hg

~
= 00202H5

AcO AcO

(LXXXIIIa) (ILXXXIIIDb)



v N
(,0202}{5 002C2H5

AcO AcO
(IXXXI1Ic) (IXXXIIId)

tes de los protones de los carbonos 21 y 22 (Figura 25), lo
cual se discute detallademente en una seocién posterior (pdgina
91). Esta mezcla presentaba tres bandas al ser analizada por
cromatografia gas-lfauido y su espectro de masa era similar al
del isémero IXXXIIIa puro.(pdginas 106 y 107). Los porcentajes
obtenidos de cada isémero fueron poco variables en distintos
ensayos realizados en las mismas condiciones experimentales, y
los datos anterioras (que aparecen eutre pardntesis) correspon-
den a un exporimento tipo., Dichos valores fueron calculados a
partir dzl espectro de resonancia magnética protdénica de la
m?zcla en base a la integracidn de las sefiales de los protones
de los carbonos 21 y 22, tomando como unidad la integracién de
la sefial correspondiente al hidrégeno de carbono 6, que se en=-
cuentra presente en los tres isdémeros al mismo valor de campo.
Una mezcla de isémeoros de composicidn similar a la anterior se
obtuvo por tratamiento del é4ster etilico del &cido 3R-acetoxi-
20-hidroxi-23~norcol-5-énico (LXXXII) con tribromuro de fésforo

en dter etilico.
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Pare efoectuar la reaccidn de Wittig entra el acetato ds
presnenolona (XXIb) y ol carbetoximetilentrifenilfosforano

( LXXXIV) (122)

se necesitaron condiciones sunamente drdsticas
(24 horas a 175° en ausencia de solvente) obteniéndose el 4ster
et{lico dol 4cido 3p-acetoxi-23-noreola-5,(E)20(22)-didnico
(ILXXI1Ia) como d¥nico producto. En la reaccidn andloga con el
reactivo deo Vadsworth y Emmons(123) (fosfonoacetato de etilo
(IXXXV)) en 1,2-dimectoxletano sa recuperd el producto de parti-
da, confirméndose los resultados de literatura(124).

Por otro lado se intenté la sintesis del éster etilico
del 4cido 3p-acetoxi-23-norcola=5,17(20)=-diénico (IXXIIIc).
Para esto se decidid utilizar la reaccidn de Wittig entre ol
(carvetoximetilen)etil=trifenilfosforano (ILXXXVI) y la 3B8-hi-
droxi-anirost-~5-en-17-ona (I11), Para la sintesis del iluro se
partié de 2-butenoato do etilo (IXXXVII) que fue tratado con 4=
cido bromhfdrico anhidro en solucién etérea obteniéndose el 3-
bromo-butanoato de etilo (IXXXVIII) el cual se mezcldé con una
cantidad equimolecular de trifemilfosfina y se calentd a 110-

115°; el bromuro de {carbetoximetilen)etil-trifenilfosfonio

(LXXXIX) obtenido se transformé en el iluro LXXXVI por trata-
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LHBCh Ch V020215 _— LH3LdBr Cil co?ceu
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| 00202H5
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(I1X7XZ1Xc)

as 4cido btrozhfdrico anhidro/éter; bt trifenilfosfina; g: hi-
druro de sodio/dimetilsulféxido; d4: 1) 3p-hidroxi~androst-5-on-
17-ona (III)/tetrahidrofurano-dimetilsulféxido 2) anhidrido a-
cético/piridina,

Figura_19. Esquema tentativo de sintesis del éster etflico del

4cido 3B=-acetoxi-23-norcola-5,17(20)diénico.

miento con el anidén dimetilsulfinilo en dimatilsulfdxido(IZS),

pero la reaccién posterior de este iluro con la cetona III no
dié lugar al producto esperado LXXXIIIec, sino que se recuperd
la cetona de partida y trifenilfosfina proveniente de la des-
composicidn del iluro (Figura 19). Existen ejemplos en la lite-

ratura de productos similares que sufren descomposiciones de



oate tipo como por ejeumplo el (carvotoximetilen)metil~trifenil-
i‘or;i‘c‘r:.mo( 126).

Continuando con nuestro proyectado esquema sintdtico,
uno de los posibles caminos a seguir consistia en la hidrogenu-
cién del doble enlace en la posicidn 20(22) del 4ster etflico
del 4cido 3p=acetoxi-23-rorcola=5,(E)20(22)-diénico (ILXXXIIIa)
para dur el éster et{lico del 4cido 3R-acetoxi-23=norcol-5-éni-
co (V). Se efectuaron varios ensayos de hidrogenacién en dis-
tintas condicionoss que se presentan en la Tabla 1, pero no se
encontraron las condiciones adecuadas para efectuar una hidro-
conacidén selectiva, de manera tal que el doble enlace en la po-
sicién 5(G) no reaccionara, Para variar la reactividad de este
doble enlace, se roalizd una desacetilacidén del producto
LXXXJIIa mgdiante una transesterificacidn en sclucién etandlica
con cantidades cataliticas de 4cido sulfﬁrioo(127), obtenidndo-
se el éster etflico del &cido 3B-hidroxi-23-norcola-5,(E)20(22)
-didnico (XC); la hidrogenacidén de este compuesto condujo al
producto totalmente hidrogenado, o sea al éster etflico del 4-
cido 3R~-hidroxi=-23-nor-5d=-coldnico (XCIb), Estos resultados po-
oo Utiles para lograr el producto reguerido condujeron a que se
dejara la eliminacién del doble enlace en posiciém 20(22) para

una etara postericr donde el sustrato no tuviera dicho enlace

conjugado con un grupo d4ster,
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Una transformacién posible es la reduccidén del ésterxr
etf{lico del &cido 3B=~acetoxi~23=norcola=5,(E)20(22)=-didnico
(ILXXD{I1Ia) al 3R,23=-dihidroxi~24-norcola=5,(E)20(22)=-dieno
(XCII)(118), con hidruro de aluminio y litio: Dado que este
productc pcsee dos grupos hidroxilos (un alcohol secundario en
carbono 3 y un alcohol primario alflico en posicién 23) de los
cuales solo uno (el primario) deberia reaccionar mientrzas que
el restanto (en carbono 3) no deberfa intervenir en reacciones

que modifiquen su funcionalidad, fue necesario estudiar reic-

ciones solectivas que cumplieran con el propdsito prefijado.
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Se intenté entonces protezer el hidroxilo en la posi-
cién 33 medianto la fornacién de un tetrahidropiranil dter pre-~
viamonto a la reduccidn con hidruro de aluminio y litioj con
este prondaito se saponificd el dster etilico del 4cido 3f-ace=
toxi=23~-norcola=5,(E)20(22)=diénico (IXXXIIIa) al &cido 3Bf-hi-
droxi-23~-norcola=5,(B)20( 22)-didnico (¥CIII), el cual fue tra-
tado ccn dihidropirano en solucidn de l,2-dimetoxietanc y can=
tidades catalf{ticas de trifluoruro de boro eterato(128). El te-
tranidropiranil derivado XCIV que se esperaba obtener resulté
surazcnie insstable y no pudo ser aislado. Dado ese resultado
so tratd de realizar la reduccidn del producto "in situ" por a-
gregado de hidruro de aluminio y litio a la mezcla de reaccidn.
Procsdiendo de esa manera y estudiando el avance de la reaccidn
por crouatografia en capa delgada, fue detectado un producto
que podria tratarse del tetrahidropiranil derivado XCV, pero
qQue se hidrolizaba parcialmente al dihidroxiconpuesto XCII du-
rante el proceso de aislamionto. Cuidando las condiciones en lo
que respecta a neutralidad del medio y control de temperatura,
se logrd aislar un producto cuyo espectro de resonancia magné-
tica protdénica presentaba las sefiales tipicas del grupo tetra-
hidropiraniloxi (multipletes a 43,60 y & 4,72), y al cual se
le asigné tentativamente la estructura XCVI que no pudo ser

conf irmada por otros métodos debido a la inestabilidad del pro-
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¢ dihidropirano-trifluoruro de boro eterato/l,2-dimetoxietano;

I

¢ hidruro de aluminio y litio/1,2-dimetoxietano.

Figura 20, Esquema tentativo de sintesis del 3R-tetrahidropira-

niloxi-23~hidroxi=-24=norcol-5,(E)20(22)-dieno (XCV).

d;cto (Figura 20),

Por otra parte se estudid la posibilidad de reducir el
dobla enlace en posicidn 20(22) del 3Rs23~dihidroxi-24~-norcola-
5,(E)20(22)-dieno (XCII) sin obtener resultados satisfactorios
en la praeparacién del compuesto XCVI.

Teniendo eun cuenta estos resultados, el Udnico camino

con posibilidades de éxito consistf{a en aprovechar la diferente
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reactividad entre el hidroxilo alflico en posicidn 23 y el hi-
droxilo howmoalilico en posicidn 3, en 6l 3p,23=-dihidroxi-24-
norcola=5,(z)20(22)~dieno (XCII). Con este fin se estudiaron
las reacciones de halogcnacidn y oxidacidn selectivas para al-
coholes alf{licos.

En lo que respecta a las reacciones de halogenacidn, se
intenté la cloracidn con cloruro de mesilo y cloruro de litio

en N,ll-dimetilformamida, en presencia de s-colidina(129)

$ esta
reaccidn so basa en el hecho que los mesilatos alilicos son
suscoptibles de ser desplazados nucleofilicamente sin reordena-
miento por el anién cloruro proveniente de cloruro de litio,
para dar al halogenuro correspondiente, lo cual no oourre con
los mesilatos nomoalflicos que no reaccionan en esas condicio-
nes. Sin embargo los ensayos realizados fueron infructuosos, ya
qué no fue posible aisglar el cloruro de 3B-mesiloxi~-24-norcola-

5,(E)20(22)=dionilo (XCVII) que se esperaba obtener.

Otra reaccién de halogenacién realizada sobre el 3R,23~
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(XCVIII) (XCIXa), R: H
(XCIX®b), R: [T\]\
(XCIXe), R: cé;co
dihidroxi=24=norcola-5,(E)20(22)~dieno (XCII) fue la bromacidn
con el comnlejo N-bromosuccinimida-sulfuro dse metilo(13o) on

diclorcmotano anhidro; en este caso el producto esperado, 0 sea
el broauro de 3f-hidroxi-24~-norcola-5,(E)20(22)-dienilo (XCVIII)
resultd surarante inestable, descomponidéndose por exposicidn a
la luz o al aire o aun por permanecer unas horas en solucidén.

(131)

Esa inestabilidad tipica de halogenuros alflicos seria la

causa del fracaso encontrado en los intentos de preparar estos

»

compusstos.

La oxidaoidn selectiva del 3B,23-dihidroxi~24-norcola=-
5,(E) 20(22)-dieno (XCII) ocon diéxido de manganeso aotivado(132)
en solucién de benceno cloroformo 4:1 dié con excelente rendi-
miento el 3B-hidroxi-24-noroola-5,(E)20(22)~dien-23-al (XCIXa),

Con este producto se presentaban dos caminos a sesuir:

a) reduccién, con sodio en un alcohol, del sistema conjugado
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del aldehido o«,B8-no saturado al alcohol saturado; b) hidrogena-
cidén dol doble enlace en posicidn 20(22) en condiciones sufi-
cientemonto suaves de manera que el doble enlace en 5(6) no
reaccionara. El1 primer cemino implicaba proteger previamente al
hidroxilo en posicién 3 con un grupo que resistiera las condi-
ciones de la reacoidn, como por ejemplo un tetrahidropiranil é-
ter. Sin embargo el 3p-tetrahidropiraniloxi=-24-norcola-5,(ZE)20
(22)=dien-23~al (XCIXb) obtenido por reaccién del compuesto
XCIXa con dihidropirano y oxicloruro de fésforo en dicloromsta~-
no(133), se formaba con muy bajos rendimientos y resultaba de
diffcil purificacién por lo que esa ruta se dejé de lado.

Parulelamente se buscaron las condiciones de hidrogsena-
cién adecuadas para el 3B~-acotoxi-24~norcola-5,(E)20(22)-dien~
23=al (XCIXc) obtenido por acetilacién del compuesto XCIXa, en-
contrédndose que en medio etandlico a presidn atmosférica y tem-
peratura ambiente utilizando 10% paladio sobre carbdén como ca-
talizador, se obtenf{a en pocos minutos el 3B-acetoxi=-24-norcol-
5-en=-23-al (C), o sea se producfa la hidrogenacidén selectiva
del doble enlace en la cadena lateral. Este producto se oxidaba
rdpidamente en contacto con el aire, por lo que debfa ser uti-
lizado inmediatamente despuéds de preparado.

El paso siguiente consistia en la reduccién selectiva

del aldshido en la posicién 23 al alcohol primario sin alterar
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la agrupacién O-acetilo existente en la posicidn 38. Esta reac-
cién se logrd con dos reactivos, el borohidruro de sodio y el
triterbutoxihidruro de aluminio y litio; el primero fue utili-

(134) y en etanol 95% a 25°(135), siendo la

zado en motanol a 0°
reaccidn en oste Ultimo solvente sumamente rdpida (50 minutos)
Yy dando cuantitativamonte el 3B-acetoxi-24-norcol=5-en-23-0l
(CI); en cambio en metanol a bajas temperaturas, el tiempo de
reaccidén era de 5 horas y se obtonian ademds del producto de-
seado (CI) subproductos provenientes de la saponificacidén dsl
acetato en la posicién 3B. El triterbutoxihidruro de aluminio y

(136)

litio en tetrahidrofurano tambidén did lugar al producto

eéperado pero ocon menores rendimientos.

El 3p-acetoxi-24=norcol-5-en=-23-0l (CI) fue halogenado
con el sistema trifenilfosfina y tetracloruro de carbono(137);
esta reaccidén aplicada a alcoholes sencillos da muy altos ren-
dimientos de los cloruros correspondientes, pero para realizar

la reaccidn sobre el compuesto CI se debieron modificar las

condiciones experimentales, llegdndose a obtener el cloruro de



3R-acotoxi-24-norcol=-5-enilo (IXXXI) con rendimientos superio-
ros al G5,

Llcsedo a esta etapa, el préximo paso consistfa en in-
troducir en la molécula la marcacién radiactiva mediante una
sustitucién del cloro en la posicidn 23 del compuesto ILXXXI,
por un grupo ciano proveniente de cianuro de potasio-140. Para
ese prorésito se debia elegir un método que permitiera el mdxi-
mo aprovcchemiento do la sustancia marcada. La cianuracidn de
halogenuros primarios sencilios con cianuro de sodio en dime-
tilsulféxido da excelentes rendimientos del nitrilo correspon-

(38,33) y suele ser sumamente répida y exotérmica. E1l he-

dionte
cho de usar cianuro de potasio (cinco veces mencs soluble que
el cianuro de sodio en dimetilsulfdéxido) no alterd esos rendi-
mientos pero exigié un tiempo mayor y calentamiento de la mez-
cla de reaccidn. Asi, el tratamiento del cloruro de 3R-acetoxi~
24-norcol-5-enilo (IXXXI) ocon cianuro de potasio en exceso on
dimetilsulfdéxido durante 5 horas a 100° 4ié lugar al 3p-acetoxi
-col-5-gnonitrilo (CII) con un rendimiento superior al 90% res-
precto del cloruro IXXJJI. En ensayos posteriores se encontrdé que
utilizando un 10% de exceso del ocloruro, el rendimiento de la
formacién del nitrilo CII respecto al cianuro de potasio era

del 90%; estos resultados indicaban que el procedimiento era

apto para ser aplicado en la sintesis del producto radiactivo.
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AcO
(cI11)
El 3p~acetoxi-col-5-enonitrilo (CII) fue hidrolizado

%(36) al 4cido 3p-hidroxi-

oon hidrdéx=ido de sodio en etanol 90
col=5=énico (Ia).

En la Figura 21 se raesume el esquema definitivo seguido
para la sintesis del 4cido 3p-hidroxi-col-5-énico a partir de

acetato de pregnenolona (20b).

Datos cq:plﬁmontarios.

Se dete destacar que en la hidrogenacidén del 3g~zcetoxi
~24=norcola=5,(E)20(22)=dien~23=-al (XCIXo) al 3p~acetoxi-24-
norcol-5-an~-23=-al (C) se crea un nuevo centro asimétrico en la
posicién 20, y el producto de hidrogenzcién C es una mezcla de
los diasterdémeros 20R y 20S. Esto puede verificarse a partir de
los espectros de resonancia magnética proténica de los compues-
%os C, CI, IXXXI, CII y Ia teniendo en cuenta los valores de
campo donde resuenan los protones del metilo 21 segin se discu-
te mas adelante (pé&gina 90).

Por otra parte los diasterdmeros 20R y 20S del é4cido

3R~hidroxi=-col-5-énico (Ia=20R y Ia=20S) tienen distinto valor
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a: 1) bromoacetato de etilo-zinc/éter-benceno 2) anhidrido acé-
t;cp/piridina; bt oxicloruro de fésforo/piridima; ¢: hidruro de
aluninio y litio/éter; d: 1) didéxido de manganeso/benceno-clo-

roformo 2) anhidrido acético/piridina; e: hidrégeno-Pa/C 10%/e-
tanol 95%; f: borohidruro de sodio/etamol 95%; g: trifenilfos-

fina/tetracloruro de carbono; h: cianuro de potasio/dimetilsul-
£6xido; i: 1) hidréxido de sodio/etancl 90% 2) acidificacién.

Fipura 21. Esquema de sintesis del &4cido 3p-hidroxi-col-5-énico.

w—————
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CO.K

(Ia-20R) (Ia-208)
de Rf en cromatografifa en capa delgada en silicagel, eluyendo
con el sistema acetato de etilo-metanol 98:2, pero la elevada
polaridad que poscon hace sumamente dificil la elucidn de astos
productos de una columna cronatogrédficea o de una placa prepara=-
tiva; a pesar de estos inconvenientes pudo aislarse cromatogra-
ficamente una pequefia cantidad del diasterdmero menos polar de
Ia, al que se le asigné tentativamente la oconfiguracién 205 te-
niendo on cuenta que el otro diasterdmero tenfa iddntico Rf que
el 4cido 3pR-hidroxi-col=5-énico comercial, que posee configuru-
cién 20R,
’ Por hidrogenacién a presidn atmosférica y temperatura
ambiente del 4cido 3B-hidroxi-col-5-énico (Ia~20R y Ia=20S) en
4cido acdtico glacial utilizando platino como catalizador, se
obtuvo la mezcla de epfmeros 20R y 20S del é4cido 3B-hidroxi-5«=
coldnico (IXXIVb-20R y ILXXIVb-20S) que en este caso pudo ser
separada por recristalizacién fraccionada de acetato de etilo.

La configuracién del carbono 20 de estos productos se deterniré
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CH

H
(ILXXIVt~20R)
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(IXXIVb=-20S)

medianta loas respectivos espaciros de resonancia magnética pro-
ténica on base al valor de campo donde resuenan los hidrdégenos
de los carbonos 18 y 21 cuando se utiliza como solvente piridi-
na deuterada segun se discute mas adelante (pégina 85) (Figuras
27-29); on otros solventes no se observaron diferencias en el
desplazamiento quimico de los hidrdgenos de carbono 18 de los
epimeros.

Ademds se sintetizé el 4cido 3B-acetoxi-col=5-énico (Ib)
por tratamiento del 4cido 3p-hidroxi-col-=5-énico (Ia) con anhi-
drido acético en piridina. En dicha preparacién se obtuvo ade-
mgs un producto intermediario que fue identificado como el a-
nhidrido nixto CIII, del 4cido 3R-acetoxi-col=5-énico y del &-
cido acético, el cual fue hidrolizado al 4cido Ib con piridina
¥y agua., La estructura de este intermediario fue determinada en
base a sus espectros infrarrojo, de resonancia magnétiqa protdé-
nica y de masa que se discuten en una seccidn poster;or.

Por tratamiento del 4cido 3B-hidroxi-col-5-énico (Ia)
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AcO
(CIII)
con diazometeno en una mezcla de dter et{lico y metanol(138),
se obtuvo el déster metilico correspondiente Ic en forma cuanti-

tativa.

Roaccionna con sustancias marcados.

Las reacciones de cienuricién e hidrélisis fueron repe-
tidas para sintetizar el 4cido Ia marcado con carbono-l4; el
clorurc de 3B~acetoxi~24-norcol-S-enilo (IXXXI) fue tratado con
cianuro de potasio-l4c en dimetilsulféxido en las condiciones
indicadas anteriormente (pégina 74) obteniéndose el 3p-acetcxi~
col-S-enonitrilo-24-l4C (CII-14C) que tenfa una actividad espe-
cifica de 6,88x108 dpm/ml; éste fue hidrolizado en la forma ya
indicada (pédgina 75) dando lugar al 4cido 3B-hidroxi-col-5-éni-
60-24-140 (Ia-l4C) que fue recristalizado hasta actividad cons=-
tante; este producto tenfa una actividad especi{fica de 7,3x108
dpm/m, y resulté idéntico a la mezcla de epimeros Ia-20R y Ia-

20S sintetizada anteriormente, al ser comparada por cromatogra-

fia en capa delgada (Figura 22).
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Ficura 22. Sintesis del 4cido 3B-hidroxi-col-5-énico-24-~""C

14

(Ia-""c).
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Interrrotacidn dn los propiedades cspectroscédpicas de los com-

puestos sinteticndog,

-—

En lz presente seccidn se hard referencia a lzs propie-
dades espectroscépicas, principalmente a los espectros de reso-
nancia magnética proténica y de masa, de los distintos compues-
tos sirntetizados y a las conclusiones que de ellos pueden ex-
tractarse. Para una mejor disocusién e interrelacidn entre los
diferentes compuestos, los valores de desplazamiento quimico
(8) de las sefiales mas importantes de los espectros de resonan~
cia magnética protdénica han sido tabulados y se presentan en la
Tabla 2.

Idéntico criterio se ha adoptado en el caso de los es-
pectros deo masa, haciéndose notar que en las tabulaciones de
los mismos figuran todas las sefiales asignadas gue corresponden
a una relaecidén masa/carga (m/e) superior a 200.

Espectros de resonancia mapgndtica protdnica.

. En la Tabla 2 pueden apreciarse las sefiales caracteris-
ticas de los distintos compuestos, correspon&ientes a los hi-
drégenos de los carbonos 3, 6, 18, 19, 21, 22, 23, del grupo
alquilo (metilo o etilo) presente en aquellos productos que se
encuentran como ésteres, y del grupo metilo del acetato en po-
sicién 3 para aquellos productos que se encuentran acetilados

en dicha posicidn.
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En lo que se refiere al hidrdgeno em carbono 3, se ob-
perva que la pcouicidn de la sefial se desplaza ée & 3,50-3,58 a
§ 4,58 al acetilar el grupo hidroxilo ubicado en la posicidn 3f
(139). En los casos con hidrdxilo libre en cartono 3, el des-
plazamiento quimico del hidrégeno en ese carboro cembia a § 3,83
cuando el espectro se realiza en piridina deuterada en vez de
cloroformo deuterado.

La sefial correspondiente al hidrégeno vinflico del car-
bono 6, no es sensible a variaciones en el grupo sustituyente
en carbcno 3, ni a las modificaciones realizadas sobre la ccde-

(139), estando su valor promedio a ¢

na lateral del esteroide
5,40 para equellos compuestos que poseen un dotle enlace en la
posicién 5(6) indeperndientemente del solvente utilizado en la
determiracidn.

Por el contrario, la sefial de los hidrdégenos del metilo
18 es muy sensible a las modificaciones en la cadena lateral
(;40), principalmente a la presencia de dobles enlaces y a la
posicién de éstos (Figuras 24,25). Adem4s en el caso del 4cido
3B-hidroxi-col~5-énico (Ia) y del &cido 3B~hidroxi-5«-colédnico
(LXXIVb), dicha sefial presenta un desplazamiento de 0,05 Hz ha=-
cia campos menores en el epimero 20S respecto del epfmero 20R

cuando se utiliza piridina deuterada como solvente (Figuras 26-

29) pero no al usar cloroformo deuterado.
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Fi~ura 23. Espectro de R.M.P. dol éster et{lico del 4cido 3p-a-

cotoxi-20-hidroxi~=23-norcol-5-énico (IXXXII).
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Figura 24. Espectro de R.M.P. del éster et{lico del &dcido 3p-a-

cetoxi-23-norcola=5,(E)20(22)~-diénico (IXXXIIIa).
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Fimuvra 26, Lspectro de R.M.P. del 4cido 3R-hidroxi-col-5-énico

(mezcla 20R=-20S) (Ia).
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Fipura 27. Espectro de R.M.P. del é&cido 3B-hidroxi-5«=coldnico

(mezola 20R-20S) (IXXIVh).
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Figura 29. Espectro de R.M.P. del 4cido 3p~hidroxi-5«-coldnico

(epfmero 20R) (ILXXIVb=20R).
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Los valores de resonancia de los hidrdégenos del metilo
19, son un reflejo de la hibridacidén y la configuracidén del
carhono 5 asi como de los sustituyentes en el anillo A; en a-
quellos compuestos con un doble enlace en la posicidén 5(6), se
observa que el valor promedio del desplazeamiento quimico es $
1,03 para los 3B-hidroxi-compuestos y 1,04 para los 3B-acetoxi-
compuestos; para aquellos que poseen un hidrégeno en posicidn
5« (anillos A y B trans), dichos valores son § 0,83 y § 0,84,
mientras que en los que tienen un hidrdégero en posicidn 5B (a-

(140). En todos los pro-

nillos A y B cis), el velor es & 0,98
ductos sintetizados en este trabajo, en los cuales no existe la
insaturacidn en la posicién 5(6), la configuracién es siempre
5«-H (anillos A y B trans).

Es sumamente interesante el anédlisis del valor de reso-
nancia de los hidrégenos del carbono 21, ya que éste es depen-~

(119). Se observa un

diente de la configuracidén del ocarbono 20
désplazamiento a campos mayores en el epfmero 20S para aquellos
compuestos cuyos sustituyentes en el carbono 20 son ademds del
metilo 21, un hidrdégeno, el carbono 22 y el carbono 17. En el
ceso del dster etflico del 4cido 3R-acetoxi-20-hidroxi-23-nor-
col~5-énico (ILXXXII) en que el hidrégeno del carbono 20 se ha

reemplazado por un hidroxilo, el desplazamiento a campos mayo-

res lo sufre el metilo 21 del epimero 20R, que posee la misma
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distribucién espacial relativa de sustituyentes que el epimero
20S ¢n los casos antorioros (segin la regla de nomenclatura a
cambiado de S a R solo porque se ha reemplazado un hidrdégeno
por un hidroxilo) (Figura 23).

Por otra parte en aquellos compuestos con un doble en-
lace on posicidn 20(22), el valor de resonancie de los hidrége-
nos dol metilo 21 permite conocer la estereoquimica del doble

enlace(121)

. Cono ejemplo, se puede observar que en el caso del
éster etflico del 4cido 3R-acetoxi-23~-norcola-5,20(22)-didnico
ol valor de resonancia para el isdmero E (LXXXIIIa) es § 2,18 y
para el isdmero % (ILXXXIIIb) es & 1,91 (Figuras 24,25).

La sefial correspondiente al hidrdégeno (o hidrdégenos)
del carbono 22 puede asignarse en agquellos compuestos con un
doble enlaca en posicidn 20(22), 20(21) 6 17(20); esa sefial
permite diferenciar los ésteres etflicos de los 4cidos 3p-ace-
toxi-23-norcola-5,17(20)-didénico (ILXXXIIIo) y 3p-acetoxi-23=-
norcola~5,20(21)-didénico (LXXXIIId) ya que los valores de des=-
plazamiento quimico son & 2,93 y § 3,08 respectivamente. Como
80 indicé anteriormente, en base & la integracién relativa de
estas sefiales respecto de la seflal del hidrdgeno del carbono 6,
se pudieron determinar las proporciones relativas de estos pro-

ductos en la mezcla de ésteres insaturados obtenida (ILXXXIIIa,

b,0,d) (Figura 25).



En los valores de resonancia del hidrégono (o los hi-
drégenos) de carbono 23 en los distintos compucstos de la serie
que lo poseen, se observa a partir del 3B-acetoxi-24-norcola-5,
(B)20(22)-dien-23-al (XCIXo) un desplazamiento de la sefial ha-
cia campos mayores a medida que se avanza en el esquema sinté-
tico, por transformacidén del aldehido «,8=-no saturado XCIxXc al
aldehido saturado C, de éste al alcohol CI y a partir de este
¥ltimo la secuencia cloruro (ILXXXI), nitrilo (CII); en el caso
del 4cido 3p-hidroxi-col-5-énico (Ia), la sefial de los hidrége-
nos de carbono 23 se encuentra encubierta por las seflales de o-
tros hidrégonos de la molédcula.

Por dltimo, es interesante destacar en el caso de los
ésteres et{licos de los &cidos norcoladiénicos (ILXXXIIIa,b,o0,d
y ZC) y de los &cidos norcolénicos (XCIa,b) la influencia exis-
tente sobre los protones del metileno y del metilo del grupo e-
tilo, debida a la presencia de dobles enlaces en la cadena la-
toral y a la posicidén de éstos.

Se puede observar que on el caso de los dsteres con do-
bles enlaces en posicidén 20(22) («,A=-no saturado) (IXXXIIIa,b y
XC), las sefiales correspondientes al grupo etilo se observan a
£4,18 y § 1,28 para el metileno y el metilo respectivamente;
en los ésteres con un doble enlace en posicidn 20(21) (ILXXXIII4)

y 17(20) (Lxxx11Ic) (B,¥-no saturado) estos valores son § 4,15
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Figura 30. Posibles mocanismos de eliminacién de 4cido acético

en 3fR~-acetoxi~compuestos.

posicidén 5(6). Esto no ocurre en el caso del dater etflico del
dcido 3B-aoetoxi-23-nor—5d¥colénico (XCIa) en que dicho doble
enlace ha sido hiirogenado, observéndose la sefial correspon-

diente a la pérdida de butadieno (m/e 318), aunque el pico base

continia siendo w/e M-60 (Figura 31).

Algo similar se observa en el ocaso de los 3B-hidroxi-

Figura 31. Retroreaccién de Diels-Alder (RDA).
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Firura 32. Eliminacién de agua en 3B-~hidroxi-compuestos.

ocompuestos que por eliminacidn de agua dan lugar a los mismos
iones indicados para los 3B-acetoxi-derivados aunque con una a-

(141) (FPigura 32).

bundancia relativa menor
Una caracterfstica de los espectros de masa de esteroi-

des con sustituyentes alquflicos en la posicidn 17, es la eli-

minacidén de la cadena lateral mas 42 unidades de masa. Se ha

detarminado(142)

que la ruptura predominante es la de las unio-
nes 13-17 y 14-15, perdiéndose el anillo D y un hidrdgeno de
carbono 18 que migra al carbono 17. La eliminacidn de 4&cido a-

cético (en 3P-acetoxi-compuestos) o de agua (en 3B-hidroxi-com-



puestos) seguida de la ruptura mencionada, da orfgen a un pico
caractoristico en m/e 213 para toda la serie de compueatos sin-
tetizados, con excepcién de XCIla y XClb en que dicho pico se
observa en m/e 215 debido a que no poseen el doble enlace en la
posicidn 5(6). Iuego de la migracién del hidrdgeno de carbono
18 a carbono 17, puede tener lugar una migracién de un hidrége-
no de carbono 16 hacia carbono 18, siendo el resultado final la

pérdida de la cadena lateral mas 41 unidades de masa (Figura

33).
[ 1+
R
. H_CH .
21\, CH
+ T 2
H-18-’17,‘ H

Fizura 33. Pérdida de la cadena lateral mas 41 6 42 unidades de

masa.
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Tambidn son observables las sefiales de los iones produ-

cidos por la pérdida de la cadena latoral mas 40 (migracidén de
un hidrézono del anillo D al resto del 1én), 43 & 44 unidades

de masa (pdrdida de dos o tres hidrégenos adiciomales), aunque
su abundancia relativa es menor.

Adeomds puede oourrir una ruptura parcial del anillo D,
perdiéndose la cadona lateral mas 27 unidades de maaa(142). El
ién formacdo en este caso puade perder un metilo contribuyendo
al pico corraspondisnte a la pdrdida de la cadena lateral mas
42 unidadses de rasa. Esta ruptura puede ir acompafiada por la
migracidén de un hidrdgeno de carbono 14 a carbono 18, lo cual

corresponderia a la pérdida de la cadena lateral mas 28 unida-

des de masa (Figura 34).

bos
a e

A.+

Figura 34. Pérdida de la cadena lateral mas 27 6 28 unidades de

maga,



Uno soptura de menor importancia, es la producida entre
lcs crorvenss L7 y 20, que ocasiona la pdrdida de la cadena la-

tcrily en 1os caso3 on que existen dobles enlaces en dicha ca-

dora, esta zuptura puede ir precedida por la migracidén de dos
hidrdédzenos dol sistoma de anillos del esteroide hacia la cadena
latcaral( 143) .

Por otra parie se observan las rupturas de los anillos
A y B del sistoma polikruclear t{picas de esteroides con un do-
blo cnlace cn posicidén 5(6) y un hidroxilo o un acetato en po-
sicidn 3R. Ja pdrdida de los anillos A y B mas un hidrégeno a-
dicional, por ruptura dec las unionos 9-10 y 7-6 darfa origen a
un ién que cstarfa formado por los anillos C y D junto con la

cadena lateral (1 - (ROH + C ), donde RO es el grupo susti-

9713
tuyente en carbono 3)(144). Esta ruptura también se da en los

estoroides quo no roseen la insaturacidén en la posicidn 5(6)

(M - (ROH + cgnls)).

También puede ocurrir la ruptura de las uniones 9-10 y

6-7 con pérdica adicional de 1 6 2 hidrdgenos dando origen a

los iones de m/e: M - (ROH + C
(144).

8H11) y m/e: M - (ROH + 08H12)

respsctivamente

Ademds son caracteristicas de 3p-hidroxi-5-en-esteroi-

des, las sefiales oboervadas a m/e: M - (H20 + CSH6)' N - (H20 +

)(144,145)
9

05H7) y a mfe: N - (H2O + C7H8), M - (H20 + CH $ las
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del primer grupo pueden originarse ya sea por pérdida de una u-
nidad formada por los carbonos 2 a 6 4 3 a 7 y uno o dos hidré-
genos adiclonales, o de los cuatro primeros carbonos del anillo
A junto con el metilo 19 con migracidén de tres o dos hidrdgenos
hacia el fragmento cargados las del segundo grupo puocden prove-
nir de la eliminacién de la unidad integrada porllos carbonos 1

a 7 6§ por ruptuira de las uniones 9-10 y 5-6, con o sin migré-

\
1 6 2H

8 11)
M - (ROH + c8H12)

M - (ROH + 09}{13) M - (ROH + C

M-(H20+C7I{9) M-(HO+CH)
M - (H,0 + C_Hg) (HO+CH)
Figura 35. Rupturas de los anillos A y B del sistema polinu-

clear de 3B-hidroxi y 3p-acetoxi~5-aen-esteroides.



cidén de un hidrdégeno hacia el fragmento cargado. Todas estas
rupturas se han esquecmatizado en la Figura 35,

Por dltimo, en todos los casos se produce la pérdida de
15 unidades de masa correspondientes a un radical metilo(142).

Bn lo que se refiere a las rupturas inherentes a los
distintos grupos funcionales presentes, se observa la pérdida
del radical otoxilo (45 unidades de masa) y de etanol (46 uni-
dades de masa) en los ésteres etflicos (IXXXIIla,b,0,d, XCIa,b)
(146) (pdginas 106-110). Ademés en el caso de los ésteres eti-
licos B,¥-no saturados IXXXIIlc y ILXXXIIId ce puede suponer que
tenga lugar una pérdida de etoxilo, seguida de una pérdida de
monéxido de carbono que originarf{a un catién alf{lico segin el
esquema de la Figura 36.

Es caracteristico, ademds, de los ésteres etilicos y
met{licos no saturados, la descarboxilacién (pérdida de 44 uni-
dades de masa) y la escisién del carboxilo (pérdida de 45 uni~
d?das de masa), esta dltima supone una trasposicidén de un grupo
alquilo(147).

En el caso del 4ster metflico Ic (pigina 121), se ob-
servan las pérdidas de metoxilo y metanol, andlogamente a lo
observado en los ésteres et{licos y la pérdida de mondéxido de
(148)

carbono

El 38,23-dihidroxi-24-norcola-5,(E)20(22)-dieno (XCII)



A "

[ +
* S
« - + .
CO,C,H, c=0 2
~C Hg0 0
—_— —_—
+

.

+
* H
c=ot 2
| 002021{5 | i
~C,H0: ~C0
—_—

p

I I

Figura 36. Rupturas de los ésteres (,¥-no saturados LXXIIIc y

LXXXIIId.

( pdgina 112) da origen a picos ocaracteristicos, como ser la
pérdida de dos moléculas de agua (m/e 308) o de un radical hi-
droxilo (m/e 327). En ocuanto al primero, una de las moldculas
d; agua proviene de la eliminacidén-l,2 del hidroxilo de ocarbono
3 y un hidrégeno de carbono 2 6 4 como se indicé anteriormente
.(pégina 94); la otra molécula de agua puede Suponerse que 86 O~
rigina por un reordenamiento de la cadena lateral con pérdida
de un hidrégeno en $ al grupo hidroxilo (hidrégenos de carbono

17 6 21) 149 (Figura 37).

La pérdida del radical hidroxilo que rara vez oourre en



Firura 37. Pérdida de agua de la cadena lateral de XCII (ejem-

plificada con el hidrégeno de carbono 21).

alcoholes primarios, estarfa favorecida en este caso por la

presencia del doble enlace que estabilizarf{a el ién carbonio

(150)

formado (Figura 38).

Los aldehidos XCIXe y C (pdginas 114,115) dan los picos

M +1yM-~ 1 caraoteristicos de este tipo de compuestos y en

el caso del aldehido saturado C, se observan ademids los iones

Figura }8. Pérdida del radical hidroxilo de la cadena lateral

de XCII.

_
o +
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originados por la pérdida de 28 (02H4). 43 (CH2=CH-O‘) y 44
CH?—-CH-OH) unidades de masa(151).

En el espectro de masa del cloruro de 3p-~acetoxi-24-
norcol-5-enilo (ILXXXI) (pdgina 117) se observan los dobletes
separados por dos unidades de masa en relacién 3:1 correspon-
dientes a los fragmentos que contienen el &tomo de oloro (la

(152))’ n/e 346/348, 331/333,

relacién natural 3501/3701 es 3,2:1
238/240 y 225/227, adem4s de la sefial originada por la pérdida
de una molécula de 4cido clorhidrico (m/e 310)(153).

Bl 3B-acetoxi~-col~5-enonitrilo (CII) (pi4gina 118), su-

fre la eliminacidén de una parte de la cadena lateral con pdérdi-

da de los carbonos 22 y 23 6 20, 21 y 22. En la Figura 39 se

~ cant =N
-C_H
274

~ 1 "N=c=cH

A

2

A
A

Figura 39. Pérdida de 28 y 42 unidades de masa en el 3pR-acetoxi

~col-5~anonitrilo (CII),
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presenta una raclonalizacién de estas soﬁales(154)

. La pérdida
de 42 unidades de masa puede deberse en parte a la eliminacidn
conjunta de una moldécula de 4cido cianhfdrico y de un radical
motilo (probablemente del metilo 21) andloga a la pérdida de &-
cido bromhf{drico y un radical metilo observada en algunos bro-
muros de alquilo ramificados.

Por ltimo es interesantq el hecho que el espectro de
magsa del anhidrido mixto CIII del dcido 3B-acetoxi-col-5-dnico
y del 4cido acético (pidgina 119) es muy similar al del 4cido

3p-acetoxi~-col-5-énico (Ib) (pdgina 120). Esto puede racionali-

zarse suponiendo una pérdida de cetena del anhidrido CIII que

X X

| -

+
N ~CH,=C0 H,OH|*
OE\}Cﬂg —2 2 m/e 108
(100%

Figura 40, Eliminacién de cetena en el anhidrido mixto CIII y

en el acetato de bencilo.
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darfa orfizon a un radical iddntico al ién molecular del dcido
Ib; esta ruptura serfa andloga a la que tieno lugar oen acetatos

de bencilo, fenilo, furfurilo y similaras(155) (Figura 40).
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Espectro de masa dol dster et{lico dol doido 3p-acetoxi~23-nor-

cola-5,(L)20(22)-didnico (ILXXXIIIa).

n/e

428
413
384
383
369
368
353
323
322
307
279
253
228
227
214
213
212

211

Intensidad
rolativa (%)

0,2
0,2
2,43
7
29
100

20

20
10
20
16
10
20
65
10

20

Agignacién tentativa

M

M

E B BE B B B B B B R

CH
3

002

- 45 (02H5O é COZH)

CH3CO2

CH.C
3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

(CH3

02H

002H

002H

002H

C02H
C02H

CO2H

002H
002H

002H

002H

002H

002H

CH3)

45)

c2H50H)

C_H_OH

25

C.HOH + 28 (CO ¢ 02H4))

2°5
ocadena

cadena
cadena
cadena
cadena
cadena

cadena

+ CH3)

latercl
laterel
lateral
lateral
lateral
lateral

lateral

+ 2H)
; 27)
; 28)
+ 41)
+ 42)
+ 43)
+ 44)
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Espoctro de masa de la mezcla de los ésteres etflicos de los &~
cidos 3p-acetoxi-23-norcola-5,(E)20(22)~didnico (IXJITIa), 3B~
acetoxi=23-norcola-5,(2)20(22)=diénico (IXXXIIIb), 3p~acetoxi-
23-norcola=5,17(20)~didnico (IXXXIIIe) y 3p-acetoxi-23-norcola-
5,20(21)=didnico (IXXXIIIQ).

m/e Intensidad Asignacidn tentativa
relativa (%)

+

428 1,1 M

413 0,6 M - CH,

384 1,8 M- 002

383 3,6 M - 45 (°2H5° 6 COH)

382 1,2 1 - C,H_OH

369 25 M - CH,CO,

368 100 M - CH,COH

354 12 M- (cn3co2 + CH3)

353 36 M - (CH3002H + CH3)

340 8 M- (CH3002H + 0234)

323 5 M - (CH3002H + 45)

322 10 M- (CH3002H + c2H50H)

307 32 M - (cn3cozn + C,HOH + CH3)

295 13 N - (CH3C02H + C°2°2H5) en IXXXIIIg,d
281 21 M - (CH3002H + °H2°°2°2H5) en IXXXIIIo,d
280 45 M - (CH3c02H + COCHe + CH3) en LXXXIIIc,d
254 13 M - (CH,CO_H + oadena lateral + H)

3 2



continuacidn.

m/e Intensidad
relativa (%)

253 46

247 4

228 14

227 10

215 10

214 21

213 79

212 64

211 29

Asipgnacidn tentativa

=

=

B B B B R

(CH3COZH

- (CH3002H

- (CH3002H

- (CH3002H
- (CHBCOZH

(CH3002H

- (CH3

- (033002H

- (CHBCOZH

COzH.

cadena
Cgtty3)
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena

cadena

cadsana

lateral

lateral
lateral
lateral
lateral
lateral
lataral

lataral

+ 2H)

+ 27)
+ 28)
+ 40)
+ 41)
+ 42)
+ 43)
+ 44)

=10
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Espoctro de masa del éster et{lico del 4cido 3p-acetoxi=23-nor-

5d=coldnico (XCIla),

n/e Intensidad Asignacién tentativa
relativa (%)

433 6 M+1

432 16 u*

417 3 M - CH,

387 3 M - C,HO

373 25 M - CH3002

372 100 M - CH,COH

357 19 N - (CH3002H + CHB)

318 4 M - (CH3002H + C H, {RDA))
290 16 M - (cadena lateral # 27)

286 10 M- (01{3002 + cnzcozcgns)

285 41 M- (CH3002H + CH,CO.C 21{5)
275 11 M - (cadena lateral + 42)

2?0 25 M- (CH3002H + cadena lateral
217 16 M - (CH3002H + cadema lateral
216 31 M- (CH3COZH ; cadena lateral
215 66 M - (CH3COZH + cadema lateral
201 14 M- (CH3CO2H + cadoma lateral

+

+

+

+

+

27)
40)
41)
42)
41 + CHB)
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Bspectro de masa del éster etflico del 4cido 3p-hidroxi-23-nor-
5d=colénico (XCIb).

n/e Intonsidad Asisnacidédn tontativa
relativa (<)

391 26 M+1

390 79 u*

388 10 M -2

375 17 M - CH3

373 10 M - OH

372 31 M - H0

357 20 M - (1,0 +CH,)

345 10 M - C2H50

327 11 M- (02350 + H20)

318 4 M- (H20 + C He (RDA))

303 20 M- (H,0 +C He + CH3)

285 49 M- (HO + CH200202H5)

273 9 M- (H0 +C,H + 02H50)
264 20 M - (H,0 + CgH, )

257 4 M- (H20 + cadona lateral)
248 33 M - (cadena lateral + 27)
234 i1 M - (cadena lateral + 41)
233 89 M -« (cadena lateral + 42)
230 10 M- (HZO + cadena lateral + 27)

217 23 M- (H20 + ocadena lateral + 40)
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continuacidén.

r/e  Intenaidnd  fAcimnacidn tertativa
relativa (%)

216 31 M - (320 + cadena lateral + 41)
215 100 M - (H20 + cadena lateral + 42)
202, 27 V- (1120 + cadona lateral + 41 + CHB)
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Espectro do masa del 33,23-dihidroxi-24-norcola=-5,(E)20{22)-
dieno (XCII),

m/e Intonsidad Asignacidn tentativa
rolativa (%)

345 26 M+ 1

344 100 u*

329 10 M- CH3

327 10 M - OH

326 41 M- H20

312 10 M - (CH3 + OH)

311 36 U - (CH3 + H,0)

309 3 M - (H0 + OH)

308 5 M - 2H20

293 28 M - (CHy + 2H,0)

271 13 M - (oadena lateral + 2H)

255 5 M- (H20 + cadena lateral)

253 10 M - (320 + cadena lateral + 2H)
246 13 M - (cadena lateral + 27)

245 10 M - (cadena lateral + 28)

232 14 M - (cadena lateral + 41)

231 28 M - (cadena lateral + 42)

230 19 M - (cadena lateral + 43)

229 70 M - (cadena lateral + 44)

228 17 M - (H20 + cadena lateral + 27)



continuacidn,

n/e

2217
226
215
214
213
212
211
201

200

ey

Intonsidad
rolativa (<)

9
15
13
24
82
17
59
13

10

Agignacién

1

o

M

i

I

(H20 +
(H2O f
(H20 +
(H20 +
(H20 +
(H20 +

(H20 +

(2Ho + C.H

toentativa

cadena lateral

cadena lateral

cadena

cadena

lateral

lateral

cadena lateral

cadena

cadena

811

(2H20 + 081{12

)

lateral

lateral

+ 28)
+ 02}15)
+ 40)
+ 41)
+ 42)
+ 43)
+ 44)

=113~
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Esprziiro do mesa del 3p-acetoxi-24-norcola=-5,(E)20(22)~-dien-23-

21 (X71xe).

/¢

385
384
383
325
324
310
309
305
291
253
228
227
214
213
212

21l

Intonnidad
rciativa (99)

27

100

20

12

23

20

Asisnacién tentativa

I+1

ut

M=-1

M - CH3C02

M - CH3CO2H

M - (CH3002 + CH3)

Il - (CHBCO2H + CH3)

M- (CH3002H + H,0)

I - (cn3q02H + HO + CH3)

M - (CH3C02H + cadena lateral
- (CH3C02H + cadena lateral
I - (CH3CO2H + cadena lateral
N - (CH3002H + cadena lateral
N - (CH3002H + cadena latvral
M - (CH3002H + cadena lateral

M - (CH3002H + cadena lateral

+ 2i)
+ 27)
+ 28)
+ 41)
+ 42)
+ 43)
+ 44)



Espectro de masa del 3p~acetoxi-24-norcol=-5-en-23-al (C).

n/e

387
386
385
n
344
343
342
327
326
311
298
283
282
255
253
228
219
218
214
213

205

Intensidod
rolativa (¢0)

0,2
0,3
0,8
0,9
1,3
0,4
0,4

26

100

16

14

12

Asimacién tentativa

M

+ 1

u*

M

M

=

B B B =

-1

- CH
3

- CH2=CO

- CH2=CH-0

2

- CH3002

CH3002H

- (CHBCOZH

(CH3002H

- (CH3002H

- (CH3COQH

- (CH3002H

(CHBCOZH

'(CH3CO2H

(CH3002H

(CH3002H

- (CH3CO2H

- (CH3002H

- (CH

BCOZH

CH, =-CH=-0OH

cn3)

02H4)

CH2=CH-O)

CH2=CH-OH)

ocadena lateral)
cadena lateral + 2H)

cadena lateral + 2T7)

CBHll)

Cglly )
cadona lateral + 41)

cadena lateral + 42)

+ Coty3)

-115~



Espectro de masa del 3B-acetoxi-24=norcol-5-en-23-ol (CI).

n/e Intcnaidad Asignacién tentativa
relativa (%)

388 0,3 M
370 0,5 M - H,0
329 26 M - CH3002
328 100 M - cnécozn
314 10 M - (CH3002 f CH3)

M - (CH.CO H + CH
313 17 ( 30 M+ 3)
255 14 N - (CH3002H + ocadena lateral)
228 4 M - (CH3002H + cadena lateral + 27)
221 4 M - (CH3002H + CBHll)
220 14 M - (CH3002H + Ca“iz)
214 4 U - (CH3002H + cadena lateral + 41)
213 11 M- (CH3002H + cadena lateral + 42)
207 14 M - (CH3002H + 09H13)

-116-
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Espectro de masa del cloruro de 3p-acetoxi-24-norcol-5-enilo

(LXXXxI),

n/e Intensidad
relativa (%)

349 10

348 35

347 25

346 100

333 7

331 21

310 3

255 13

240 7

238 20

228 4

227 11

225 30

214 5

213 13

Asignacién tentativa

u(37c1) - cH.CcO

3 2
u(3%1) - CH,CO,H
m(3%c1) - CH,C0,,
u(3%1) - CH,C0H
u(37c1) - (CH,COH + CH,)

35
M(°“C1) (CH3CO2H + CH3)

M - (CH3002H + C1H)

M - (CH3002H + cadena lateral)

37
M(°'cl) - (CH3002H + 08H12)

35
M(°-c1) - (cn3cozn + °8H12)
M- (CH3002H + cadena lateral + 27)

37
M(°'c1l) - (CH3002H + 09Hi3)

35
M(°“’c1) - (cu3cozu + C9Hi3)

M - (CH3002H + cadena lateral + 41)

M - (CH_CO

3 oH + cadena lateral + 42)



Espactro de masa del 3p-acetoxi-col-5-enonitrilo (CII).

n/e Intenaidad Asignacidn tentativa
relativa (%)

+

397 2,3 M

369 2,8 M - CH,

338 32 M - CH,CO,

337 100 M - CH,COH

323 10 M - (CH,CO, + CH3)

322 32 M - (cn3cozn + CH3)

309 4 M - (CH3002H + C2H4)

295 5 ) (0330023 + 42 (0336 é CRH + CH3))
255 16 M- (CH3002H + cadena lateral)

230 10 M- (CHBCOZH + CBHil)

229 37 M- (cnscozn + CgH, )

228 10 N - (cn3c02H + cadena lateral + 27)
216 42 M - (CH3002H + C9H13)

215 10 M- (CH3002H + cadena lateral + 40)
214 16 M - (CH3002H + cadena lateral + 41)
213 26 M - (CH,CO_H + cadena lateral + 42)

3 2

-110-
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Espectro de masa del anhidrido mixto del 4cido 3B8-acetoxi-col-
5-énico y del 4cido acdtico (CIII),

m/e Intensidad Asignacién teutativa
relativa (%)

357 27 M - (c113<302 + CH2=C0)

356 100 M- (CH3CO2H + CH2=CO)

341 16 M - (CHBCOZH + CH,=CO + cn3)

255 14 M - (CH3CO2H + cadena lateral)

249 8 M - (cn2=co + CH,COH + CgHoq)

248 18 i - (CH2=CO + CH.COH + 08}{12)

235 27 M - (cnz=co + CH3002H + 09}113)

214 5 5 (CH3002H + ocadena lateral + 41)
213 11 M - (cn3cozn + cadena lateral + 42)
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Espeotro de masa dol 4cido 3B-acetoxi-col-5-énico (Iv).

n/e Intensidad Asignacién tentativa
rolativa ()

357 46 M- CH3CO2

356 100 M - CH,CO,H

341 26 N - (CH3002H + CHB)

255 17 M - (CH3002H + cadena lateral)

249 10 J - (cn3002H + 08H11)

248 23 M - (cn3002H + CgHy )

235 38 M - (CHBCOZH + 09H13)

214 5 M - (CHBCozﬂ + cadena lateral + 41)
213 15 M- (CH3002H + cadena lateral + 42)

-12C~



.I

'Y

-12]1~

Espootro de masa del 4stor met{lico del 4cido 3p-hidroxi-col-5-~
dnico (Ic).

n/e Intonsidad Asignecién tentativa
relativa (%)

389 28 M+1

388 100 u*

374 10 N - 14

373 36 M - CcH,

371 23 M - OH

370 75 M - HO

357 10 M - CH,0

356 16 M - CH,OH

355 53 M - (cn3 + H,0)
339 13 M - (cn30 + H2O)
329 11 M - CO,CH,

328 13 M- (CH3OH + CO)
304 13 M- (HO + CSHG)
303 53 M- (H20 + 05H7)
278 13 M- (H 0 + C7H8)
277 86 M - (H20 + C7H9)
273 24 M = cadena leteral
263 12 M- (H20 + CBH11)
255 44 M- (H2O + cadena lzteral)

249 24 M - (H0 + CgHy )
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contirmneidn,

n/e

246
245
232
231
228
227
215
214

213

Irntennidad
roelativa (9)

11
11

9
28
16
13
13
19

T0

Asignacién tentativa

=

=

E B =

M

I

(codena latersl + 27)

(cadena lateral + 28)

(cadena lateral + 41)

(cadena lateral + 42)

(H20
(H20
(H20
(H20

(H20

+ ocadena lateral
+ cadena lateral
+ cadena lateral
+ cadena lateral

+ cadena latoral

+ 27)

+ 40)
+ 41)

+ 42)



Discusidn de leco resultados obtenidos en la iroculzcidédn dol

trarzador rrdiaectivo a saron Pufo raoricrenis.

- ——— . p——

Los resultados obtenidos de la inyeccién del 4cido 3R~
hidroxi-col-5—6nico-24-14C (Ia-14c) (7,3x108 dpm/mM) se procen=
ten en la Tabla 3, donde los valores de actividad escpacifica
(dpm/mg) correspondon a una determiracidén realizada sobre el
producto indicedo. Dadas las pequefias cantidades de materiel
disponitle, solo fue posible una purificacidn por recristaliza-
cién en el caso de la acetilmarinobufagina (CIV).

Do lcs valores de incorporacidn especi{fica que figuran
en la To:s 3, so deduce que el dcido 3R-hidroxi=-col=5-énico-
24-140 surziniistrado es un precursor poco eficliente de log bufa-
diendlidos de origzcn animal. Como elemento comparativo puede u-

tilizarese el dato experimental que el colesterol (IIa) obtenido

TABLA 3

Dfes Vecrnno Extrasto CIV CIvV LXXv  J2CV1
. toiol  crudo  dpm/mg  Incorvoracién dpm/mg dym/ig
din/ng  dpa/ng especifica %
30 15 16 7° 0,0004" 682 -
78 27 52 8° 0,0005" - -
g0 21 35 718%,17°  o0,002° -- 28"
118 12 9 3P 0,0002” 67°  38®

a: producto crudo; b: producto recristalizado una vez.
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del hfigado de un animal sacrificado a los 78 dfas desde la inc~
culacién del trazador, posefa una radiactividad que representa~
ba una incorporacidén especifica de 0,0002% y es conocido que el
4cido 3R~hidroxi-col=-5-énico (Ia) no es precursor del coleste-

rol(log).

Estos datos no se contradicon con los obtenidos por
Chen y Osuch(llo). dado que como se indicé anteriormente (pdgi~
na 52), loc referidos autores determinaron la radiactividad de
los bufadiendlidos luego de su aislamiento por cromatografia en
placa preparativa sin realizar una ulterior purificacidén de los
mismos. Como puedo observarse en la Tatla 3, la acetilmarinobu-~
fagina (CIV) proveniente de la experiemcia de &0 dfas tenfa una
aotividad especifica de 78 dpm/mg (incorporacién especifica
0,005%) la cual dismipuyé considerablemente al recristalizarla
de etanol absoluto (17 dpm/mg, incorporscidén especifica 0,001%).

Este resultado indicarfa la presencia de un producto no identi-

ficado que acompafia a la marinobufagina, que no es separable
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por cromatografia pero si por recristalizacidn col acetil dori-

vado CIV, y al cual se le atribuye la radiactividad hallcia en
el producto crudo.

Cuando el residuo de extraccién del venono de 11& dica
con cloroforro-metanol 95:¢5 fue nuevamente extraido con un sol-
vente mas polar (cloroformo-metanol 1l:1), se obtuvo un séiido
amorfo con una actividad especifica tres veces moyor que la del
primer extrzcto; al ser analizado por ocromatografia en capa
delgada (aldmina, solvente de desarrollo diclorometano-metarol
95:5) el secundo extracto resultd una mezcla compleja de pro-
ductos con un Rf menor que el de la telocinobufagina (IXXVI).
Dichos productcs no pudieron ser identifiocados.

Por otra parte los datos de actividad eapecifica co-
rrespondientes a los bufadiendlidos bufalina (LXXV) y telocino-
bufagina (ILXXVI) no son totalmente confiables debido a que 03-
tos productos no pudieron ser sometidos a una ulterior purifi-
cacién por recristalizacidm dada la pequefia cantidad obtenida
de elloes, con excepcidén de la telocinobufegina proveniente de
la experiencia de 80 dfas que fue reoristalizada de acetona ob~
teniéndose una actividad especifica menor que en la aislada del
veneno de 118 d{as.

Se hace notar que toda la experiencia fue llevada a ca-

bo en los meses de abril a agosto, época en que el metabolismo
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de los animales es mas lento(llz).

Por lo tento, a pesar que el hocho quo un trazador rio=
diactivo no se incorrore & un dado producto no cs una pxucht
absoluta de que dicho trazador no sea un precursor del prciucto
en cuestién, los resultados anteriores indican que es pococ pro=
bable que el &cido 3B-hidroxi-col-5-dnico (Ia) se encuentrc on
ol camino biosintético normal de los bufadiendlidos de sapos.

Teniendo en cuenta que se ha demostrado que el colaste=-
rol (IIa) es precursor de los bufadiendlidos de orfgen animal
(112) y dado que el 4cido 3p-hidroxi-col=5-énico no.lo es scxdn
se .ha indicado mas arriba, se puede concluir que la saturacidn
del doble enlace en la posicién 5(6) ocurre con anterioridad a
la ruptura do la cadena lateral.

Es factible entonces suponer en base a los resultados
obtenidos que la transformacidén biosintética del colesterol
(II2) a los bufadiendlidos en sapos, ocurrs por reduccidn dol
doble enlace er la posioidn 5(6) del esterol a través de un 3=
ceto=-4-en-intermediario de 27 cerbonos para aar el 3B-hidroxi-
5g-H-derivado correspondiente, el cual se hidroxilar{a posto-
riormente en forma andloga a los cardendlidos (péginas 28-41).
Alternativamente, en los casos de S5B-hidroxi-bufadiendlidos, la
saturacién del doble enlace 5(6) podrfa producirse por hidrata-

cién directa del mismo. La ruptura oxidativa de la cadena late-



ral del esteroide podrfa ocurrir despuds de estas hidroxilacio-
rngs para dar un dorivado del Acido 3B,5B-dihidroxi 4§ 3p-hidroxi
-5@3-H-colédnico (LXXIIIc). Estas positilidades se esquematizan
en la Figura 4l.

Adenmis es probable que las hidroxilacicnes adicionzles
ocurran con anterioridad a la ruptura de la cadena lateral, es-
ta suposicién se ve apoyada por el hecho que el 4cido 3B-hidro-
xi=col=5-énico (Ia) ha demostrado ser precursor de los 4cidos
biliares quorodesoxicélico (XXd), X-muricélico (CVa) y p-muri-

(156)

célico (CVb) en ratas estando en el camino principal hacia

dstos, pero es un precursor deficiente del 4cido célico (XXa) y

del 4cido desoxicdédlico (XXb), postuldndose que se encuentra en

(157)

un camino minoritario y Yya que en estos dltimos el camino

principal transcurre por hidroxilacién en el sistema polinu-

clear del ecteroide previamente a la ruptura de la cadena late-

(157,158)

ral $ on este ceso la l2xX~hidroxilasa interviniente se

00211

HO™™ OH
H
OH

(cva), 7<~OH

(cvbv), 7p-OH
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ver{a inhibida cuando ya ha ocurrido dicha ruptura. Un efccto

similar rodrf{a terer lugar sobre las hidroxilasas intervinien-
tes en el proceso biosintdtico por el cual se forman los bufa-
diondlidos, sin embargo comprotar ésto requerirfa estudios ros-

teriores.
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CAPITULO 4

Parto orrorimantal.

Genaral.

Los puntos de fusién fueron determinados con un aparato
Fisher~-Johng y no han sido corregidos.

Los poderes rotatorios fueron determinados con un pola-
rimetro autondtico Perkin-Elmer mpdelo 141; la temperatura y el
solvente se indican en cada caso particular.

Los espectros de absorcidén en el infrarrojo (I.R.) se
realizaron en dispersidén er Nujdl excepto en los casos en qua
so indica lo contrario, con un espeotrofotémetro Perkin-Elmer
modelo 421, o con un espectrofotdretro Perkin-Elmer modelo 137,
Infracord.

Los espectros de absorcidén en el ultraviolefa (U.V.) se
realizaron en solucidén de etanol 95% en un espectrofotdmetro
Bockman DX-2A, utilizando como fuente una lampara de hidrégenoc.

Los espectros de resonancia magnétice proténica (R.M.P.)
se efectuaron a 60 1Hz con uﬁ espoctrofotdmefro Varian A-60; se
utilizdé cloroformo deuterado como solvente excepto en los casos
en que se iﬁdica lo contrario; en todes las determinaciones se
utilizé tetrametilsilano (TNS) como sefial de referencia interna.
Los desplazamientos quimicos se expresan en $ (p.p.m.) y las

constantes de acoplamiento (J) en herz (Hz); se indican on cada
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caso como 3! singulete, d: doblate, dd: doble doblete, t: tri-
plete, o¢ cuarteto, m: multiplete, b.a.: banda ancha.

Los espectros de masa (E.M.) se realizaron a 70 ev en
un espectrénatro de masa Varian-Mat CH-7 provisto de introduc-
tor directo do muestras,

. Las madiciones de radiactividad se realizaron en un es-
pectrémetro de centelleo liquido Packard Tri-Carb 3003. Las
muestras se disolvieron en una mezcla de 1 ml de agua y 14 ml
de solucidn centelladora de dioxano que contenfa naftaleno (50
g)s 2,5-difoniloxazol (3,5 g) y l,4=bis-2-(4-netil=5-feniloxa-
zolil)-benceno (0,150 g) por cada 500 ml.

Las cromatograffas gas=-l{quido (c.g.l.) fueron realiza-
das con un cromatdgrafo gaseoso Varian Aerograph modelo 204 con
inyeccidn directa, equipado con una colurnna de vidrio de 2 me-
tros (didmetro interno 3 mm) conteniendo como fase fija OV-17
2% sobre Chromosorb G H-P (80-100) y detector de ionizacidn de
llama.

La cromatografia en capa delgada (c.c.d.) se realizd u-
tilizando como fase fija silicagel-G (Merck) u éxido de alumi-
nio G (Merck) y como reveladores vapores de iodo o solucién de
tricloruro de antimonio en etanol 95%-4cido clorhidrico concen-
trado (1:1) en las cromatograffas analiticas ¥ solucidén de ber-

berina 1% en etanol 95%, observando a la luz ultravioleta a 366
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nm, en las cromatograf{as preparativas. Los sistemas deo desa-
rrollo utilizados fueron: 1) diclorometano-benceno (1:1); 2)
diclorometano; 3) diclorometano-metanol (97,5:2,5); 4) dicloro-
metano-metanol (96:4); 5) acetato de etilo; 6) acetato de etilo
-metanol (98:2); 7) acetona.

La cromatografia en columna se realizé utilizando como
adsorbentes silicagel Davison (malla 100-200) o alumina ‘icelm
neutra (actividad I).

Los nmicroandlisis fueron realizados por la Dra. B. B.
de Deferrari (Departamento de Quimioa Orgénica, F.C.BE. y N.,
U.B.A.) y por el laboratorio Dr. A. Bernhardt (Alemania Occi-
dental).

Bl cianuro de potasio marcado com carbono=-14, fue ad-
quirido a "Commissariat A 1'Energie Atomique", Francia.

Loa solventes fueron evaporados a presidn reducida por

debajo de 50°,
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Egtor otflico dol &cido 3B=-acotoxi=20~hidroxi-23-norcol=5-dénico

(17av1T),

Acetato de preznenolona (XXIb) (30 g), fue disuelto en
una mazcla do §ter anhidro y besnceno anhidro 1:1 (30 ml), y la
solucidén tratada en atmdésfera de nitrégeno con zinc activado
(15 g) y varios cristales de iodo. Se agrezd bromoacetato do e-
tilo seco y rocidn destilado (21 ml), primero una poreidn do 2
ml calontando para iniciar la reaccidén y luego el resto, lenta-
mente, para mantener el reflujo. Finalizado el agregado, se ca=-
lentd a reflujo una hora mas y so voled sobre écido.clorhidrico
diluicdo con hielo. Se disgrezd el sdélido gomoso formado y se
extrajo dos vecas con éior.

La fase orgdénica se lavéd con solucidn saturada de bi-
carbonato de sodio y con agua, se secd sobre sulfato de magne=-
sio y se ovapord el solvento. El reosiduo se tratéd con anhidrido
acético y piridina 1:1 (100 ml) y se dejé 20 horas a temperatu-
ra ambiente. Sao volcé sobre agua-hielo y se filtréd el sdlido
formado (37,3 &) |

El producto se reoristalizdé de metanol, pf 141-144°

(118)

(1it pf 136-138°); ,°<|12)5 -54,7° (¢ 1,00 CHCl3).

I.R.: 3400, 1715, 1240, 1040, 815 cmfl;

R, M.P.: 0,87 (s, 3H, Me-18); 1,03 (s, 3H, le-19); 1,25 (s, Me-

21 del 20R); 1,28 (t, 3H, J THz, Szilc%ozc-); 1,36 (s, Me=21
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del 2035); 2,03 (s, 3H, Eficoz-); 3,38 (b.a., 1H, OH); 4,19 (c,

cu2oec-); 4,58 (v.a., 1H, H=3); 5,40 (m, 1H, H=5).

2, J THz, CH3

Eater otflico dal 4cido 3R=acetoxi~23-norcola=%5,(E)20(22)=did-

nico (IXIIIa).

I'dtodno A. El éster etflico del 4cido 3B-acetoxi-20-hi-
droxi-23-norcol~5-énico (LXXXII) (30 g) se disolvié en piridina
seca (350 ml), se agregé lontamente oxicloruro de f£ésforo (60
ml) y la mazcla so dejd on reposo durante 22 horas a temperatu-
ra amblente. Sc volcd sobre 4cido clorhfdrico diluido con hielo
(1 1t) y se extrajo tres veces con diclorometano. lLa fase orgd-
nica se lavé con agua, con 3cido clorhidrico diluido, con agua,
con solucidn saturada de bicarbonato de sodio y finalmente con
agua; se sood sobre cloruro de calcio y se evaporé el solvents.
El rasiduo se cromatografié en una columna de aldmina (1 kg),
eluyendo con benceno. Se obtuvieron 17 g de un producto qus re-
sultd ser una mezcla de cuatro sustancias detectadas mediante
c.g8.1..

El producto anterior se recristalizé do3 veces de eta-
nol 95%, obteniéndose el éster etflico del &cido 3R-acetoxi-23-
norcola~5,(E)20(22)~-diénico (LXXXIIIa) (8,6 g), pf 148-150°

(118)

(11t pf 141-144°), homogéneo en c.g.l..

U.V.:)\max 226 nm (€ 20000);
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I.R.: 1730, 1710, 1625, 1240, 1150, 1035, 870 cm *;

R.2.P.: 0,61 (s, 3H, Me-18); 1,03 (s, 3H, Me-19); 1,28 (t, 3H,
J THz, &CH‘?O‘?C')‘ 2,03 (sv 3H, %002’)3 2718 (d’ 3H, J 1,5

Hz, Ne-21); 4,18 (e, 2H, J THz, CH3CH2020-); 4,58 (v.a., 1H,

H-3); 5,40 (m, 1H, H-6); 5,72 (m, 1H, B=22);
E.l.: n/e 428 (M%), 368 (M-60, 100%); (pézina 106).

Ldtodo B. Una mezcla de acetato de pregnenolona (XXIb)
(200 mg) y coarbetoximetilentrifenilfosferano (LXXXIV) (800 mz)
8e calentd a 175° en atmésfera deo nitrdgeno durante 24 horas
oon agitacidn psrmanente. El producto resultante se tratéd con
dter (20 ml) y se calentd a reflujo, se dejé enfriar y se fil-
tré. El filtrado se llevd a sequedad y el rosiduo se cromato-
grafié on una columna de silicagel (20 g). La elucidén con ben-
ceno dié un producto blanco cristaline (56 mg), homogdneo en
c.8. 1., quo fue recristalizado de etamol 9%%, y sus espactros
de I.R. y R.M.P., resultaron iddnticos a los del éster et{lico
del Zoido 3R-acetoxi-23~-norcola~5,(E)20(22)-diénico (IXXXI1la)

obtenido por el mdétodo A.
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Mozola de los b3tores etflicos de los 4cidos 3R-acetoxi-23=nor=

cnla=5,(1)20(22)~diénico (IVAXIIIa), 3R-acetoxi=23-norcola-5,

(2)20(22)=didnico (IXAXIIIbL), 3R-acotoxi=-23-rorcola-~5,17(20)-

didnico (IXYIIIc) v IB=nartoxi=-23~-noroola=5,20{21)-didnico

(IXXX1114),

l'étodo A. Por concentracidn de las aguas madres de la
rocristalizacién del producto obtenido por el mdétodo A de la
preparacidn anterior, se obtuvieron 3,1 g de producto de pf 79-
81°, que preosentaba tres bandas al ser analizado por c.g.l..

U.V.:?kmax 226 na (€ 7400)3

I.R.: 1730, 1625, 1240, 1150, 1040, 870 cm *3

————

R.Ji.P.: 0,61 (3, 1l3-18 en LXXXIIIa,b); 0,68 (s, la-18 en
1X¥X1I1Xe,d); 1,03 (s, 3H, Me-19); 1,25 y 1,27 (t, J THz,
SH_}CH2020~ en LXXXIIIc,d); 1,28 (t, J THz, E:_filcnzo‘?c'- en
1XXXIIIa,v); 1,91 (d, J lHz, Me-21 en IXXXIIIb); 2,03 (s, 3H,
251002-); 2,20 (&, 3H, J 1Hz, lKe=2l en LXXXIIla); 2,93 (s, 0,67
H, H=22 en LX0J1Ic); 3,08 (m, O,33H, H-22 en LXXXIIId); 4,15

(¢, J THz, CH?S_H_%OQC- en LXXXIIIc,d); 4,18 (6, THz, CH3ffg°2C'
en IXXXIIIa,b); 4,58 (b.a., 1H, H-3); 5,05 (m, 0,33H, H,C=C en
LXXX11Id); 5,40 (m, 1H, H-6)3 5,72 (m, 0,25H, H=-22 en ;;XXIIIa);
5,77 (m, 0,25H, H-22 on IXXXIIIb);

E.l.: we 428 (M%), 368 (M-60, 100%); (pidgina 207).

KOTA: Las intoegraciones indicadas oomo fracciones menores que
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1H on ol espectro de resonancia magnética protdnica (R.M.P.),
fueron celculsdas tomando como la unidad las integraciones de
las opocfialas coxrespondientes a H-3 y H-6 comunes a los cuatro
compugstosn.

I'4todo B, Una solucidén del dster etilico del 4cido 38~
acetoxi=-20-hidroxi-23-norcol-5-énico (IXXXII) (112 mg) en éter
anhidro (5 nl), se traté ocon solucidén de tribromuro de fésforo
(0,05 1)) en déter anhidro (1,5 ml) y se agité durante 24 horas
a temporatura ambionte. Se agregd agua (30 ml), se agité unos
ninutos y so extrajo oon dter. La fase orgénica se lavé con a-
gua, se sacS sobro sulfato de magnesio y se evapord el solvente.

El producto resultante tenia sus espectros de resonan=-
cia magnética proidénica e infrarrojo, idédnticos a los del pro-

ducto obtcnido ror el mdédtodo A.

Broourc da_ (cartotoximetilen)oetil-trifonilfosfonio (IXIXVI).

A una solucién de 2-butenoato de etilo (IXXXVII) recidn
destilado y seco (12,5 ml) en éter anhidro (17 ml) se le burbu-
Jjed 4cido bromhidrico anhidro(163) (0,15 moles), y se agité a
temperatura ambiente durante 23 horas. Se eliminé el éter a
presién reducida (100 torr) y el residuo se destild a 13 torr,
recogiéndoso la fracecidn de punto de ebullicidén 73° correspon-

diente al 3-bromo-butenoato de etilo {IXXXVIII) (7,8 g) (1lit
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(264) _ (13 torr) 74=760);

I.R. (£ilm): 1730, 1300, 1220, 1170, 1040 enL.

E1l producto anterior (7,47 &) se traté con trifenilfos-
fina anhidra (10,1 g) y la mezcla se calentd a 100° durante 1
hora y a 110~115° durante 30 minutos, obtenidndose un liquido
viscoso que solidificé al enfrier. El sélido formedo se disgro-
g6 con éter, y se filtrd el residuo insoluble que fuwe recrista-
lizado de éter-etanol 95%. Se secd sobre pentéxido de féaforo a
90° y 10"3 torr, durante 24 horas, pf 166-169°.
I.R.: 1730, 1220, 1160, 1110, 1030, 995, 755, 725, 695 cu >
CH,CH,); 1,55 (aa, 3H, J

2% H-H
cu-P); 2,67 (m, 2oH, CH,CO,~); 4,20 (o, 2H, J THz,

R.ILP.: 1,27 (¢, 3H, J 7Hz, CO TH=z,

JP-H 18Hz, CH3

1 + N
0020H20H3); 4,67 (v.a., 1H, -CE~P); 7,90 (m, 15H, H arométicos).

Boter atflico del 4cido 3R~hidroxi=23-rcrcola<=5,(E)20(22)=-did-

nico (XC).

‘ Una solucidn del éster et{lico del &cido 3B-acetcxi-23-
norcola=5,(E)20(22)-didnico (IXXXII1Ia) (175 mg) en etanol 95%
(12 wl) fue tratada con écido sulfdrico concentrado (3 gotas) y
se calentd a reflujo durante 46 horas. Se volcdéd sobre agua, se
refrigeré y el sélido formado se filtrd (167 mg).

El producto se recristalizé de metanol, pf 132-134°;

I.R.: 3400, 1720, 1625, 1150, 8OO cm 3
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R.J%.P.: 0,61 (s, 3H, l'e-18); 1,03 (s, 3H, Me-19); 1,28 (%, 3I,

J Tz, SEJCH?O?C_); 2,18 (4, 3, J 1,%Hz, Me-21); 3,50 (b.a., 1

H, H-3); 4,18 (¢, 2H, J THz, CH3CH2020-); 5,40 (m, 1H, H-6);

5,72 (m, 1H, H-22).

Bator et{lico del 4cido 3B=acetoxi~23-nor-Sd=-colsinico (XCIza).

El éoter etflico del 4cido 3P-acetoxi-23-norcola=5,(Z)
20(22)=didnico (IXXXIIIa) (100 mg) se disolvidé en 4cido acdtico
glacial (10 ml), se agrogd didéxido de platino (10 mg) y se hi-
drogend durante 6 horas a présién atwosférica y temﬁeratura ain-
bienta. Se filtrd el catalizador y el filtrado se llevd a seo-~
quedad.

El producto se recristalizdé de etanol 95%, pf 102-109°,
I.R.: 1730, 1720, 1240, 1150, 1035 om '

R.}.P.: 0,68 (s, 3H, Ne-18); 0,82 (s, 3H, Le-19); 0,92 (d, J 6
Hz, Ye-21 del 20S); 0,98 (d, J 6Hz, Me-21 del 20R); 1,25 (t, 3H,

-3 22 —

CHsffgoec’)‘ 4,67 (b.a., 1H, H=-3);

E.M.: we 432 (MY), 372 (M-60, 100%); (pédgina 109).

J-THz, CH_CII O, C-); 2,01 (s, 3H, CH coz-); 4,13 (¢, 2H, J THz,

- . W W D @D GG > S G D D S ey T . S

Ester etflico del 3cido 3R-hidroxi-23-ror-5«=coldnico (XCIb).

El éster etflico del 4cido 3B~hidroxi-23-norcola-5,(E)

20(22)~diénico (XC) (106 mg) se disolvid en &cido acético gla-



cial (11 ml), y se le agregé diéxido de platino (11 mg); la
mozcla se hidrogené a temperatura ambiente y a 3 atmésfercs de
presidén, durante 24 horas., Se f£iltré el catalizador y el fil-
trado se llevd a sequedad.

El producto se recristalizé de metanol, pf 108-=112° y
resulté homogdneo al ser analizado por c.g.l..
I.R.: 3300, 1725, 1250, 1150, 1040, 800 om 3
R.M.P.: 0,69 (s, 3H, Me-18); 0,80 (s, 3H, Me-19); 0,92 (4, J 6
Hz, Ne-21 del 20S); 0,98 (d, J 6Hz, Me-21 del 20R); 1,25 (t, 3
H, J 7Hz, CH_CH_OC-); 3,58 (b.a., 1H, H=3); 4,14 (o, 2H, J 7

Zyee

322202c—);

E.ll.: /e 390 (1%), 215 (M - (H0 + cadena lzteral + 42), 1C07%) ¢

Hz, CH

(pdgina 110).

Acido 3B+hidroxi~23-norcola-5,(E)20(22)=daidrico (¥CIII).

A una solucidén del éster etflico del &cido 3B-acetoxi-
23~-norcola-5,(E)20(22)-diénico (ILXXXIIIa) (1 g) en etanol 95%
(28 ml), se le agregd una solucién de hidrdéxido de sodio (2 g)
en agua (2 ml) y se calentd a reflujo durante 3 horas. Se aci=-
dificé con 4cido clorhidrico concentrado (4 ml) y la suspensién
resultante se volcdé sobre agua, se refrigerd y se f£iltré el
precipitado formado (828 mg).

El producto obtenido, se recristalizé de etanol 95%, pf
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(1it(159)

262-265° pf 262-265°).

UsVorX 221 nm (€ 7200)4

T

I.R.: 3300, 3200-2300, 1670, 1620, 1050 cm

R.JLP. (piridine.-ds): 0,62 (s, 3H, Me-18); 1,03 (s, 3H, Mo-13);
2,42 (a, 3H, J 1z, Ne-21); 3,83 (v.a., 1H, H-3); 5,40 (m, 1H,

H-6); 6,15 (m, 1H, H=22).

3B,23~dihidzoni~24=norccla=5.(F)20(22)~dieno (XCII).

El éster etilico del é&cido 3p-acetoxi-23~norcola-5,(E)
20( 22)-didnico (IXXXIIla) (8,56 g) se disolvié en éter anhidro
(200 ml), se enfrid a 0° y se le agregd hidruro de aluminio y
litio (8 g). La mozcla se agitdé a temparatura ambiente durante
22 horas y el exceso de hidruro de aluminio y litio se destruyd
por agragado de éter humedo y luogo hielo.

La mezcla resultante se volcd sobre agua, se acidifiod
con dcido sulfirico diluido y se extrajo con éter; la fase or-
gdnica se lavd con agua, se secd sobre sulfato de magnesio y se
evapord el solvente, obtenidndose un productb blanco cristalino
(643 g).

El producto se recristalizé de acetato de etilo, pf 193

(160)

=194° (lit pf 197-198°).

I.R.: 3200, 1650, 1040, 800 cm-lg

R.X.P.: 0,58 (s, 3H, Me-18); 1,02 (s, 3H, le-19); 1,50 (s, 1H,



OH decaparoce con D20); 1,70 (4, 3H, J 1Hz, Me~21)3 3,55 (b.a.,
2H, H-3 y OH); 4,23 (d, 2H, J 6,5Hz, H-23); 5,40 (m, 1H, H-6);
5,53 (m, 1H, H-22)

F.l: /e 344 (M*, 100%); (pdgina 112).

3B-acetori-24~norenla=~5, (B)20(22)-dien-23=al (XCIXc).

38,23-dthidroxi-24~norcola=-5,(E)20(22)~dieno (XCII)
(4,5 g) se disolvié en una mezola de benceno y cloroformo 4:1
(700 ml) y se le agregd didxido de manganeso activado (segin
Attenburrow(l32)) (45 g). La suspensién se agité durante 16 ho-
ras a terpsratura ambiente y en la oscuridad, se filtrd el difb-
xido de manzaneso y el filtrado se llevd a mequedad obteniéndo-
se el 3p~hidroxi-24-norcola-5,(E)20(22)-dien-23-a1 (XCIXa) (3,7
g);

I.R.: 3300, 1650, 1610, 1040, 800 cm .

E1l producto anterior se tratd con anhidrido acético y
piridina 1:1 (40 ml) y se dejé en reposo durante 18 horas a
temporatura ambionte. La solucién resultante se volcé sobre a-
gua, s8e extrajo con diclorometano y la fase orgdnica se lavéd
con agua, con dcido clorhfdrico diluido, con agua, con solucidn
saturada de bicarbonato de sodio y finelmente con agua; se secd
sobroe sulfato de magnesio y se evapord el solvente.

El residuo (4,02 g) recristalizado de acetona tenfa pf
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(118,160)

140-142° (1lit pf 140-142°),

U.V.: >\rrax 250 nm (€ 18600);

')

I.R.: 1730, 1670, 1610, 1250, 1040 cm

R.1.P.: 0,63 (S' 3H, 140'18)3 1,03 (By 3H, M°'19)i 2,03 (s, 34,
5,42 (m, 1H, H-6); 5,97 (4, 1H, J 8Hz, H=-22); 10,10 (4, 1H, J 8
Hz, H-23);

E.M.t /o 384 (M), 324 (M-60, 100%); (pigina 114).

3B-~acetoxi=24=norcol-5~on-23=al (C).

3p-acetoxi-24-norcola=~5,(E)20(22)-dien=-23~al (XCIXc)
(3,1 g) so disolvié en etanol 95% (300 ml), se agregd paladio
gobre carbdn 107% (310 mg) y la mezcla se hidrogend a precidn
atmosférica y temperatura ambiente, durante 3 horas. Se filtré
el catalizador, y el filtrado se 1llevé a sequedad (3,09 g).

El producto se recristalizé de isopropanol, pf 123-125°
(133¢333) pr 125-1300); |d1g5 -55,6° (o 0,63 CHC1,).
I.R.: 2720, 1735, 1725, 1630, 1250, 1040, 800 cm 1;
R.M.P.: 0,75 (s, 3H, Me-18); 0,92 (d, J 6Hz, Me-21 del 20R);
1,03 (s, 3H, Me-19); 2,03 (s, 3H, Eflcoz-); 4,58 (b.a., 1H, H-
3}s 5,42 (m, 1H, H-6); 9,77 (ad, 1H, J 1,5Hz, H-23)}

E.IM: m/e 386 (M%), 326 (¥-60, 100%); (pigina 115).

D - D D ED D D e D D 5D e D G e G
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3p-acetoxi-24-norcol-5-en=23~0l (CI).

I'dtedo A, A una suspensidén de triterbutoxihidruro de a-~
luminio y litio (1,52 g) en tetrahidrofurano anhidro (24 r1),
enfriada a -78°, se agregd lentamente una solucidn de 3Qp-acoto=-
xi=-24=norcol-5-er-23-al (C) (478 mg) en tetrzhidrofurano anhi=-
dro (1,9 ml). La suspensién se agité durante 2 horas 30 minutos,
a la misra terperatura, bajo atmésfera estdtioca de nitrdgeno, y
luego se dajé en reposo a 2° durante 18 horas., Se volcd sobrs
una solucidén de 4cido acdtico (2,6 ml) en agua (72 ml) y se ex-
trajo con kenceno. La fase orgdnica se lavé con agué, con solu=-
cién saturzda de bicarbonato de sodio y nuevamente con azua; se
sacd sobre sulfato de magnesio. El residuo obtenido por evapo-
racién del solvaente (410 mg) fue cromatografiado en una columna
de silicagel (10 g); por elucidn con benceno se obtdvieron 140
ng del producto CI.

El producto se recristalizé de metanol, »f 145-146°

(lit(l6l)

pt 154-156°); |s<[2% ~56,3° (o 1,00 cHoOL,).

I.R.: 3350, 1730, 1250, 1040, 800 om '3

R.M.P.: 0,72 (s, 3H, le-18); 0,88 (d, J 6Hz, Me-21 del 20S);
0,97 (d, J 6Hz, MNe-21 del 20R); 1,03 (s, 3H, Me-19); 1,57 (s, 1
H, OH desaparece con D20); 2,03 (s, 3H, Sflgoz-); 3,70 (m, 2H,
H-23); 4,63 (v.a., 1H, H-3); 5,40 (m, 1H, H-6);

E.M.: m/e 388 ('), 328 (M-60, 100%); (pdgina 116);
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Microaniliais: Calculado para 025H4003, C: 77,273 H: 10,38. Ob-
tonido, C: 77,00; H: 10,40,

lidtodo B. A una solucidn de 3B-~acetoxi-24-norcol-5-en=
23=al (C) (100 rz) en metanol (6 ml), se agregd borohidruro de
sodio (20 pg), y se agitd durante 5 horas a 0°, Se volcé sobre
agua, se acidificd oon 4cido clorhfdrico diluido y se extrajo
con dtor. La fase orgdnica se lavd con solucién saturada do bi-
carbonato de sodio, y con agua y se secd sobre sulfato de mag=-
nesio., Il rcsiduo obtenido por evaporacidén del solvente se cro-
matografié en una columna de silicagol (4 g); por elucidn con
benoeno se obtuvieron 62 mg del producto CI, que recristalizado
de metanol resultd iddntico al obtenido por el método A.

Método C. A una solucidn de 3p-acetoxi-24-norcol-5-en=~
23=al (C) (2,2 g) on etanol 95% (150 ml) se le agregd borohi-
druro de sodio (300 mg) y se agité a temperatura ambiente du-
rante 50 minutos; so agregd una solucién de 4cido clorhidrico
concentrado en etanol 95% l:2 hasta que cesd el desprendimiento
do hidrdézono y se obtuvo reaccidn &cida; se diluyé con agua
(700 ml) y se extrajo con étor. la fase orgénica se lavd con a=-
gua, oon solucidédn saturada de bicarbonato de sodio y muevamente
con agua, se secd sobre sulfato de magnesio. El residuo obteni-
do por evaporacidén del solvente, se cromatografié en una colun-

na seca de silicagoel (100 g), eluyendo inicialmente con benceno



y luego aumentando la polaridad gradualmente hasta diclorometa-
no-metanol 98:2 obtenidéndose 2,06 g del producto CI, homogéneo
en c.c.d. (silicagel, sistema 3) e idéntico al obtenido por los

métodos anterioras.

Clorurn de 3IR=acatoxi=24-norcol-S-enilo (ILXXXI).

Una solucién de 3p-acetoxi~24=-norcol-5-en-23-ol (CI)
(600 mg) y trifenilfosfina anhidra (468 mg) en tetracloruro de
carbono soco y recientemente destilado (},3 ml) se calentd a
reflujo durante 22 horas. Se agregé éter de petréleo (3,3 ml),
se filtrdé el precipitado formado y el filtrado se llevd a se-
quodad. El residuo se cromatografid en una columna seca de si-
licagel (45 g) eluyendo con mezclas de éter de petréleo-benceno
(1:1 a 21:9); sa obtuvieron 450 mg de producto blanco cristalino
homogéneo en c.c.d. (silicagel, sistema 1), que recristalizado
de metanol tenfa pf 128-130°; l°4§5 -51,1 (¢ 1,00 CH013).
I.R.: 1725, 1250, 1040, 720 om %
R.M.,P.: 0,72 (s, 3H, Me-18); 0,93 (4, J 6Hz, Me-21 del 20S);
0,98 (d, J 6Hz, Me-2l del 20R); 1,03 (s, 3H, Me-19); 2,03 (s, 3
H, CH,C0,=); 3,55 (m, 2H, H-23); 4,58 (b.a., 1H, H-3); 5,42 (m,
1H, H=-6);
E.M.: m/e 346-348 (3:1) (M-60, 100%); (pigina 117);

0,1, C: 73,773 H: 9,66;

I1i i :
icroandlisis: Calculado para 025H39 o




Ccl: 8,71. Obtenido, C: 73,79; H: 9,903 Cl: 9,00,

3B-acatoxi-col-5-anonitrilo (CII).

Se mezcldé cianuro de potasio amhidro (110 mg) y cloruro
de 3p-acetoxi-24-norcol-5-enilo (ILXXXII) (204 mg) y se agregé
dimetilsulféxido anhidro y recientemente destilado (3,75 ml).
La mezcla se agité durante 5 horas mientras se mantenfa a 100°;
se enfrid y se volcd sobre agua extrayéndose con 4ter. La fase
orgénica se lavé con solucién acuosa de cloruro de sodio hasta
neutralidad y se gecé aobre sulfato de magnesio. El residuo ob=-
tenido por evaporacién del solvente se cromatografid en una
placa preparativa de silicagel utilizando el sistema de desa=
rrollo 1.

Por elucién de la banda apropiada, se obtuvieron 180 mg
del producto CII, que recristalizado de metanol tenia pf l4l-
1420 |<2> 49,4 (o 1,00 ce1,).
I,R.: 2240, 1720, 1250, 1040, 800 cm %;

R.M.P.: 0,72 (s, 3H, Me-18); 0,87 (d, J 6Hz, Me=-21 del 20S);
0,97 (d, J 6Hz, Me-21 del 20R); 1,03 (s, 3H, Me-19); 2,03 (s, 3
H, Srhcoz-); 2,30 (m, 2H, H-23); 4,58 (b.a., 1H, H=3); 5,40 (m,
1H, H-6);

E.M.: n/e 397 (M*), 337 (M-60, 100%); (pégina 118);

Mioroandlisis: Caloulado para 026H3902N’ C: 78,54; H: 9,89;




=140~

N: 3,5%2. Obtenido, Ct: 78,52; H: 9,79; N: 3,70.

Acido 3B-hidroxi=col=5-4nico (Ia).

Una solucidén do 3B-acetoxi-col=-S-enonisrilo (CII) (183
mz) o hidrdéxido de sodio (610 mg) en etanol 90% (4,5 ml) se ca-
lentd a roflujo durante 44 horas. La solucién marrén oscura re-
sultante se volcé sobre azua, se lavé dos veces con dter para
eliminar productos neutros y se acidificéd con dcido clorh{fdrico
diluido. Bl sdlido formado se extrajo con éter, y la fase orgd-
nica so lavé con azua hasta neutralidad, se decoloréd con carbéda
activado y se secd sobre sulfato de sodio. Por evaporacidn del
solventc se chtuvisron 150 mg de producto, que en o.c.d. (sili=-
cagel, dcsarcollando dos veces con el sistema 6) mostraba dos
manchas en relacidn aproximada l:l, de las cual.es la de menor
Rf era iddntica a la del 4cido 3p-hidroxi-col-fi~énico comercial

(epimoro 20R). E1 producto recristalizado de acetato de etilo

tenfa pr 189-193°; 0435 -34,5°(c 0,93 piridina), y continuaba
mostrando dos manchas en c¢.0.d. en relacidén aproximada 1:1 (el
4cido 3p-hidroxi-col=5-énico comercial (epimero 20R) tenfa pf
230-232°; |o4§5 -35,6° (c 0,96 piridina)).

1.R.: 3300, 3200-2400, 1710, 1680, 1250, 1170, 1060, 1040, 960,
810 cm°1;

R.}. P, (piridina-ds): 0,66 (s, Me-18 del 20R); 0,71 (s, Me-18



del 208); 0,89 (d, J 6Hz, Me-21 del 20S); 1,05 (s, 3H, Me-29);
1,06 (4, J 6Hz, lle-21 del 20R); 3,83 (b.a., 1H, H-3); 5,43 (m,
1H, H-6).

Por cromatograffa en placa preparativa de silicagel de-
sarrollando dos veces con el sistema 6, se aisld el producto de
mayor Rf, que se recristalizé de dcido acético glacial, pf 21l=-
212°, homogdéneo en c.c.d. (silicggel, desarrollando dos veces
con el sistema 6).

IR : 3300, 3200-2500, 1710, 1250, 1060, 815 om .

Anhidrido mixto dol 4cido B-acetoxi-col=5-4énico y dcido 2-d8ti~-

co (CIIT).

Se disolvié 4cido 3B-hidroxi-00l-5-énico (mezcla 20R-

20s) (Ia) (100 mg) en piridina seca (2,5 ml), se agregé anhi-
drido acético (2,5 ml) y se dejé en reposo durante 20 horas a
temperatura ambiente. Se volcd sobre 4cido clorhidrico-agua
1:10 (66 ml) y se extrajo tres veces con diclorometano. La fase
orgénica se lavd con agua hasta neutralidad, se secd sobre sul-
fato de magnesio y se evapord el solvente.

El producto se descompone parcialmente al analizarlo
mediante c.c.d. y al recristalizarlo; el producto crudo tenia
pf 117-123°.

I.R.: 1810, 1750, 1725, 1250, 1045, 810 om T;



Lad® B AV L

R.l%.P.: 0,70 (s, 3H, l%0-18); 0,87 (d, J 6Hz, Me-21 del 20S);
0,97 (a4, J Clz, Me-=2l del 20R); 1,02 (s, 3H, Me-19); 2,03 (g, 3

H, 321002-); 2,22 (s, 3H, Eﬁlcoe-COCHZ-); 2,40 (m, 2H,

cn3coz-cocu2-); 4,67 (v.a., 1H, H-3); 5,40 (m, 1H, H-6);

E.J.: /e 356 (4 = (033002

H + CH2=COl, 100%); (pé4gina 119).

Acido 3P-acetori=-col=5-dnico (Ib).

A una solucién del anhidrido mixto del &cido 3BR-acetoxi
-col=5-énico y 4cido acético (CIII) (80 mg) en piridina (8 ml),
se le agregd amua (2 ml) y se agité durante 30 minutos calen-
tando a 70°. Se diluydé con agua hasta turbidez, se volcé sobro
4cido clorhidrico~agua 1:10 (140 ml) y se extrajo dos veces con
dicloromatano. La fase orgdnica se lavéd oon agua hasta neutra=-’
lidad, so secd sobre sulfato de magnesio y el solvente se eva-
pord. E)l producto se recristalizé dos veces de acetona, pf 155-

(1)

165° (1it ep{mero 20R pf 186-187°); resultd homogéneo al ser

analizado mediante o.c.d. en silicagel en los sistemas de desa-

rrollo 3, 6y T

I.R.: 3500-2500, 1725, 1705, 1280, 1250, 1040, 810 om o
R.M.P.: 0,69 (s, 3H, Me-18); 0,83 (d, J 6Hz, Me~21 del 20S);
0,94 (d, J 6Hz, la-21 del 20R); 1,02-(s, 3H, Me-19); 2,03 (s, 3
H, CH,CO-); 4,62 (v.a., 1H, H-3); 5,40 (m, 1H, H-6);

-3
E.M.: /e 356 (1-60, 100%); (pégina 120).



Estor metf{lico del 4cidn 3B=hidroxi~col-=5-dnico (Je).

Acido 3B-hidroxi-col-5-énico (mezcla 20R-20S) (Ia) (45
mg) parcialmente disuelto en una mezcla de éter y metanol 2:1
(3 ml) fue tratzdo gota & gota con una soluoidén etérea de dia-
zometeno hasta color amarillo rersistente de la mezcla de reac-
cidn. Finalizado el agregado la soluciédn resultante se agitd a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

Se destruyé el exceso de diazometano con &cido acético
glaéial y la soluoidn se llevdé a sequedad. El residuo obtenido

(2)

pe recristalizé de metanol, pf 151-154° (1lit ep{mero Z20R pf

144°).

I.B.: 3400, 1715, 1210, 1180, 1065, 840 cm T ;

R.M.P,: 0,70 (s, 3H, Me-18); 0,85 (d, J 6Hz, Me-21 del 20S);

0,94 (4, J 6Hz, }e-21 del 20R); 1,01 (s, 3H, Me-19); 1,20 (s, 1
H, OH desaparece con D20); 3,68 (s, 3H, -002351); 3,58 (b.a., 1
H, H"':’)); 5,40 (my 1, H"6);

E.:M.: m/e 388 (1%, 100%); (pigina 121).

Acido 3R-hidroxi-5«=colédnico (LXXIVh).

El 4cido 3p-hidroxi-col-5-énico (mezcla 20R-20S) (Ie)
(80 mg) se disolvié en 4cido acdtico glacial (15 ml), se le a-
gregé didxido de platino (8 mg) y la mezcla se hidrogend a tem-

peratura ambiente y presidn atmosférica durante 24 horas. Se
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£iltré el catalizador y el filtrado se llevdé a sequedad.

Por recristalizacién fraccionada del residuo obtenido,
de acetato de etilo, se obtuvo el 4cido 3R~hidroxi-5%-colénico
(epfmero 20S) (LXXIVb-20S), pf 239-241°; IOd%s +11,4° (¢ 0,20
etanol 95%).
I.B.: 3270, 3200-2400, 1715, 1225, 1035 cm
R.N.P. (piridina-ds): 0,68 (s, 35, le-18); 0,81 (s, 3H, Le-10);
0,87 (4, 3H, J GHz, Me-21); 3,83 (b.e., 1H, H-3),

De les aguss madres de la recristslizacidn se obtuvo 6l

4cido 3B-hidroxi-5x~coldnico (epfmero 20R) (LXXIVb-20R), pf 208

&

-2139; 35 +23,5° (¢ 0,20 etanol 95%); el &cido 3p-hidroxi=5

~colénico (epfmero 20R) obtenido por hidrogenacidn del &cido

3p-hidroxi-col=-5~énico (epimerc 20R) comercial en iguales con-
diciones que les indicadas, tenfia luego de recristalizarlo de
acetato do etilo pf 218-2200; l04gs +24,4° (¢ 0,23 etanol 95%)

(162)

(lit pf 220°; 04%5 +23° (¢ 0,28 etanol 95%)).

I.R.: 3250, 3200-2400, 1680, 1270, 1185, 1075, 1030 cm 1;

R.M.P. (piridina-ds): 0,63 (s, 3H, Me-18); 0,81 (s, 3H, }e-19);

1,05 (4, 34, J 64z, Me-21); 3,83 (b.a., 1H, H=3).

140)

38-acetoxi-col-S-enonitr110-24-14c (CII-

Se diluyd cianuro de potasio anhidro marcado con carbo-

no-14 (1,44 mg,.45 xC/mM) con material inactivo (12,9 mg), se



2

mezcld con cloruro de 3B-acetoxi-24-norcol-5-enilo (LXXXI) y se
agregd dimotilsulféxido anhidro y recientemente destilado (1
nl). La mezcla se agitd durante 5 horas mientras se mantenfa a
100°; so enfrid y se volcé sobre agua extraydndose dos veces
con éter. La fase acuosa se saturd con cloruro de sodio y se
extrajo ruevamente con éter. Las fases orgdnicas se Jjuntaron,

se lavé tres veces con agua y sge gecd sobre sulfato de magnesio.
El residuo obtenido por evaporacién del solventie se cromatogra=-
£fié en placa preparativae de silicagel utilizando el sistema de
desarrollo 1. Por eluocidén de la banda apropiada, se obtuvieron

14

78 rg del producto CII- c que tenifa una actividad especifica

de 6,88x108 dpm/rM.

Acido 3e-hidrcxi-col-5-énico-24-14c (Ia-14c)

Una solucidén de 3B-acetoxi-col-S—ononitrilo-24-l4c

(CII-14C) (76 ng) e hidréxido de sodio (310 mg) en etanol 90%
(2,2 ml) se calentd a reflujo durante 46 horas., La solucién re-
sultanto se volecd sobre agua (150 ml), se lavé dos veces con &~
ter y se acidificd con 4cido clorhfdrico diluido. El1l sélido
formado se extrajo dos veces con éter, la fase orgénica se lavé
con agua hasta neutralidad, se decolord con carbdén activado y
se secd sobre sulfato de sodio. Por evaporacidn del solvente se

obtuvieron 69 mg de producto que en c.c.d. (silicagel, desarro-
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llardo dos veces con el sistema 6) resultd iddéntico al 4cido
3f=hidroxi-col=5-énico (mezcla 20R-205) (Ia). K1 producto se
recristalizd de acetato de etilo hasta actividad espec{ficsz

constanto de 7,3x108 dpm/mM; pf 162-18%5°.

v
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Inoculecidn de sapos Pufo paracnemis con el trazador radiactivo

y extr-rcidn doa los verenos.

A seis ejomplares Bufo paracnemis (oriundos de la Pro=-

vincia de Tucumén) les fue extraido el veneno de las gldndulas

pardtidas y tibiales por simple presién de éstas(l65),

y al dia
siguiente fueron inoculados con &cido 3BR-hidroxi-col-5-énico-24
-140 (Ia—l4C) (24 ng, 7,3x108 dpm/mM) (4 mg por animal) erul-
gionado en agua destilada (5,5 ml) que contenfa Tween 80 (0,5
ml).

Las inyecoiones se realizaron en la regidén dorsal donde

(105). Los

Se supuso ge hallabe el corazér linfitico del animal
animales so mantuvieron en un recipiente comfn con circulacidn
de agua y fueron alimentados peridédicemente con carne vecuna
cruda. En el transcurso del experimento murieron por razones
desconocidas tres ejemplares.

Al cabo de 30 dias se separd un animal y se le extrajo
el veneno de sus gldndulas pardtidas y tibiales por el procedi=
miento indicado. La operacidén se repitié con el mismo animal 48
dfas mas tarde (78 dias desde la inyeccidén del trazador radiac-
tivo), luego de lo cual fue saorificado, extrayéndosele el hi-
gado con la ves{cula biliar.

A los otros dos ejemplares se les extrajo el veneno a

los 80 y 118 d{as respectivamente.



Aislemiorto de colestorol (IIa) del higado v vesfcula biliar.

'

El higado junto con la vesicula biliar del sapo saori-
ficado a los 78 dfas, fue disgregado con metanol (200 ml), se
le agrogé hidréxido de potasio (3 g) y se calenté a reflujo du-
rante 40 minutoz; se filtrd y la solucidn obtenida se extrajo
tres veces con dter de petréleo (pe 60-80°). La fase orgdnica
s@ lavé con agua y se secd sobre sulfato de magnesio. El resi-
duo obtenido por oliminacién del solvente, se cromatografid en
columna de alumina eluyendo con benceno. E1l producto obtenido
(230 mg, actividad especifica 3 dpm/rg; incorporacidn especifi-
ca 0,0002¢5) era horogéneo en c.c.d. (aldrina, desarrollando con

el sistema 3) e idéntico a una muestra auténtica de colecsterol.

Fraccionsmionto del vereno. Aislamiento de les bufadiendlidos.

(Procedimionto general).

El veneno seco se molid con erena y se extrajo en un
Soxhlet con una mezcla de cloroformo y metanol 95:5 durante 12
horas. El residuo obtenido por evaporacidn del solvente, se pu=
rificé por sucesivas cromatograffas en placa preparativa (ald-
mina, desarrollando con el sistema 3), aislé&ndose los bufadio-
nélidos bufalina (ILXXV), marinobufagina (I1XX) y telocinobufagi-
na (IXXVI) por elucidén de las bandas apropiadas.

La marinobufagina obtenida fue tratada con exceso de
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abhidrido acdtico y piridina 1:1, a temperatura ambiente durante
18 horas; se volcé sobre 4cido clorhidrico diluido y se extrajo
con cloroforwuo. La fase orgdnica se lavé con agua hasta neutra-
lidad y se secé sobre sulfato de magnesio. El residuo obtenido

por eliminacién del solvente, fue recristalizado de etanol ab-

soluto y resulté idéntico a una muestra autdntica de acetilma-~

rinobufagina (CIV) al ser comparado por c.c.d. (aldmina, desa-

rrollando con el sistema 3).

Los otros bufadiendlidos aislados (bufalina (LXXV) y
telocinobufagina (1LXXVI)) no pudieron ser purificados debido a
la pequefla cantidad obtenida, pero eran homogéneos por c.c.d.
(aldmina, desarrollando con el sistema 3) y resultaron idénti-

cos a las muestras autédnticas.
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Resunon,
El presente trabajo tuvo por objeto la sintesis del é&-

cido 36-hidroxi-col-5-énico-24-14

C, y la aplicacidén del mismo
al estudio de la bviosintesis de los bufadiendlidos en sapos.
En el mismo se describen:

a. Los métodos de sintesis previamente utilizados para la ob-
tencién del 4cido 3B-hidroxi-cpl-5-6nico y los métodos gene-
rales para marcacién de 4cidos biliares en el carbono 24.

b. Los estudios realizados en el campo de la biosintesis de los
carderdlidos, y de los bufadiendlidos de origen vegetal y a-
nimal, ccn los respectivos esquemas biosintéticcs posibles.

c. Las reacciones realizadas en esta tesis para la sintesis del
dcido 3p-hidroxi-col-5-énico a partir de acetato de pregne-
nolona. El procedimiento elegido permitirfa marcar los 4to-
mos de carbono 22, 23 y 24 de la cadena lateral del é4cido,
ya que se realizdé mediante la homologacidn en dos dtomos de

. carbono a partir del csrbono 20 (carbono carbonilico) del a-
cetato de pregnenolona, utilizando la reaccién de Reformatsky
entre el intermediario tipo pregneno y bromoacetato de etilo.
La eleccién de acetato marcado en carbono 1 6 carbono 2 per-
mitir{a marcar selectivaments el ocarbono 23 6 el carbono 22

respectivamente. El producto homologado (el éster de un &ci-

do tipo norcoldnico) fue deshidrataio obteniéndose una mez-
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cla de dsteres insaturados, cuya composicidn se determind
por rétocdos espectroscédpicos. De dicha mezcla se aislé el
éster et{lico del 4cido 3p-acetoxi-23-norcola=5,(E)20(22)-
diénico, el cual fue reducido al dihidroxi~intermediario; la
oxidacidn y posterior hidrogenacidén selectivaes del mismo
condujeron al 3f-acetoxi-24-norcol-5-en-23-al que fue redu-
cido al 23-hidroxi-compuesto correspondiente. Sobre este °
producto se aplicd la secuencia halogenacidn, cianuracidn e
hidrélisis, obtonidéndose el 4cido 3B~hidroxi-col-5-énico. La
cianuracidn con ciaruro de pdtasio mercado con cérbono-14
dié lugar luego de la hidrdlisis a dicho 4cido con la rmarce-
cién radiactiva en la posicidn 24 (carbvono carboxilico).

Las propicdades espectroscdpicas (espectros de resonancia
magndtica proténica y masa) de los ccmpuestos siﬁtetizados Yy
su interrratacidén, aque permitieron confirmar las estructuras
de los mismos, dédndose un énfasis especial a la utilizacidn
de los espectros de resonancia magndtica proténica pare de-
terminzr la configuracidén del carbono 20 de aquellas sustan-
cias obtenidas como mezcias de los epimeros 20R y 20S.

Los resultados obtenidos en la inoculacidén del &cido 3@3~hi-
droxi-col—B-énico-24-l4c a sapos Bufo paracnemis. Habiéndose
determinedo que dicho 4cido es. un precursor poco eficiente

de los bufadiendlidos en sapos, se postula un posible esque=-



ma biosintdtico de los micsmos, a través de cerivados del 4-
cido colénico donde la saturacién del doble enlace en posi-
0ién 5(6) ocurrirfa con anterioridad a la rvptura oxidativa
de la cadena lateral, ya sea por adicidén de agua para dar un
5B-hidroxi-derivado o por reduccidén al 5f-H-compuesto a tra=-

vds de un 3-ceto-4-en-intermediario.
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