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C A T’ I T U L O l

17.14.11?)inca l 13:1.

El ácido 3B-hidroxi-col-5-ánico (Ia) fue aislado en

1935 por Buzicka y Wattstein(l) y por Wallis y Fernholz(2), co

moun subproducto de la transformación de colesterol (IIa) en

3B—hidroxi-androst-B-on-17-ona (III), una hormona que había si

do aislada de la orina de hombres(3). Dicha transformación se

llevaba a cabo por oxidación del 3B-acetoxi-5d,66-dibr0mo-co

lestano (IV) (obtenido por acetilación dol colesterol y poste

rior adición de bromoal coble enlace en la posición 5(6)) con

trióxido de cromoen ácido acético, tratamiento del producto

obtenido con zinc y saponificación (Figura 1). De este modose

obtenían dos fracciones, una cetónica de donde se aislaba la

3B-hidroxi-androst-S-en-17-ona (III) y una ácida de la cual se

R

002111

R20 HO

(Ia), nl: 171;R2: H (IIa), R: H

I z - : :
( b), 171 H, 32 CH3CO (IIb), R 02H5

(Ic), R1: 0113; R2: H

(Id), 121: 0113; R2: CH3CO



H0

(III)

obtenía el ácido 3B-hidroxi-col-5-ónico (Ia). Recientemente se

lo ha obtenido aplicando la mismasecuencia de reacciones al

sitosterol (IIb)(4).

Además,el ácido 3B-hidrox -eol-5-énico ha sido encon

trado entre los productos de autooxidación del colesterol (IIa)
(5) , y comoproducto natural, en la orina de niños afectados de

atresia biliar(6’7).

Fracción
cetónica

colesterol _._3L___, ___9___¿ +
Fracción
ácida

AcO

Br

(IV)

g: l) anhídrido acético 2) bromo/ácido acético; 2: 1) trióxido

de cromo/ácido acético 2) zinc/ácido acético 3) hidróxido de

potasio/metanol.

Fivura l. Esquemade oxidación de colesterol (IIa).
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Con el transcurso de los años, el ácido 3B-hidroxi-col

5-ónico (la) ha demostrado ser un producto de partida muyútil

para 1a sintesis de distintos esteroles y hormonasesteroidales
(8-10) . . . .y esto motivó que varios investigadores buscaran nuevas

formas de obtención de dicho producto, como asi también el me

jorar las ya existentes.

Se realizaron estudios de las condiciones de oxidación

(11) CO_que permitían incrementar 1a cantidad de fracción ácida

mo asi también respecto de la identidad de los otros productos

que integraban dicha fracción; entre éstos se encontró ácido

3B-hidroxi-23-norcol-5-énico (v), ácido 3a-hidroxi-22,23-bis

norcol-B-énico (VIa), ácido 3B-hidroxi-eti-5-énico (VII), ácido

3B-hidroxi-colest-S-env26-oico (VIII)(12'13) y ácido 3B,l7—di—

hidroxi-col-S-énico (Á-lactona) (IX)(14).

(15) realizaron 1a oxidación delKiprianov y VeÏtsman

35-acetoxi-26-n0r-26-fenil-colesta-S,24-dieno (X) (obtenido por

' CO H
2

002H

H0 R0

(V) (VIa), R: H

(VIb), R: CH co
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C0 H

HO

(VIII)

AcO

-(IX) (X)

reacción del 36-acetoxi-26-norcolest-5-9n-25-ona (XI) con bro

muro de fenilmagnesio y luego ácido acético) con trióxido de

cromo en una mezcla de cloroformo y ácido acético, obteniendo

el ácido 3fiwacetoxi-col-5-énico (lb).

Se buscaron además otros productos de partida que pu

dieran ser transformados fácil y eficientemente en el ácido Ia.

En 195?, Yamasaki(16) descubrió que el éster metílico del ácido

hyodesoxicólico (Xllb) (preparado por esterificación del ácido

hyodesoxicólico (XlIa), un ácido biliar presente en la bilis

del cerdo) se transformaba en ol éster metílico del ácido 3B

c10ro-col-5-énico (XIIIb) por acción del oxicloruro de fósforo;



OZR

MOS“ 
H s

AcO OH

(x1) (XIIa), R: H

(XIIb). R: CH

01 H

(XIIIa), R: H (XIVa), R: H

(XIIIb), R: CH3 (x1vn), R: cn3co

el tratamiento de este producto con acetato de potasio en ácido

acético, seguido de saponificación daba lugar al ácido 3B-hi

droxi-col-S-énico (Ia). Unavariante consistía en saponificar

el éster XIIIb al ácido 3B-cloro-col-5-énico (XIIIa), la acetó

lisis del cual producía el ácido 3B-acetoxi-col-5-énico (Ib).

Shimizu<17),utilizó el éster metílico del ácido 36,68

dihidroxi-Sdrcolánico (XIVa) comoproducto de partida y realizó

la deshidratación con oxicloruro de fósforo en piridina, previa

protección del hidroxilo en posición 3g por succinoileción. La
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saponificación del producto obtenido daba el ácido Ia.

Has adelante se comenzóa estudiar la posibilidad de

transformar directamente el sistema 34,6d-dihidroxi-BB-H en el

Sistema 3g-hidroxi-5-eno. Se encontró que 1a acetólisis del di

mesilato del éster metilico del ácido hyodesoxicólico (XVa) con

acetato de potasio en anhídrido acético producía ei éster meti

lico del ácido 33-acetoxi-col-5-énico (Id)(18).

02CH3

R0“N E

¿R

(XVa), R: —SO2CH3

(XVb). R: -SO2-06H4-CH3(p)

Esta reacción fue estudiada por numerosos investigado

res encontrando que también tenia lugar con el ditosilato co

(19-21), y además que era general para los

3d,6d%ditosiloxi-SB-esteroides(2o) permitiendo su transforma

rrespondiente XVb

ción en 3B-hidroxi-5-en-esteroides. Para realizar esta tranq

formación se han utilizado diversos reactivos, 00m0ser acetato

de potasio en ácido acétic0(22)
(20.23)

, N,N-dimetilf0rmamida acuosa

, N,N-dimetilacetamida acuosa, N-metilpirrolidina acuosa
(23)o acetona acuosa , acetato de'plata en ácido acético, anhi
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drido acético y ácido acético o N-metilpirrolidina y ácido acó

tico(¿4), oscilando los rendimientos entre 30 y 70%. Los mejo

res rendimientos se obtuvieron al utilizar solventes polares y

un medio de reaccion básico(20’23).

El mecanismode la reacción involucra una sustitución

nucleofílica bimolecular (SN2) en el carbono 3, para dar el 3p

acetoxi-compuesto, seguida de una eliminación unimolecular (El)

de ácido p-toluensulfónico o metilsulfónico (según que la reac

ción se lleve a cabo sobre el ditosilato o el dimesilato res

pectivamente) que daria origen al doble enlace en la posición

5(6). El hecho que tanto el hidrógeno del carbono 5 como el

grupo en el carbono 6 sean ecuatoriales (respecto al anillo B),

hace desfavorable la eliminación facilitando que tengan lugar
(19)reacciones secundarias . Un producto secundario que acompaña

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

es el ácido cola-3,5-diénico (xv1)(2°).

Posteriormente la reacción fue aplicada a otros ácidos

COQCH3
O H

(XVI) (XVII)



3.6-dihidroxi«colínicos<25-27), con idénticos resultados que

los obtonidox para el ácido hyodesoxicólico (XIIa), salvo on ol

caso del óstor motílico del ácido 3d,68-dihidr0x1-5d-colánico

(XVII) con el cual no se obtuvo el dimosilato correspondiente

a1 tratarlo con cloruro de mesilo en piridina sino directamente

el producto de eliminación, o sea el áster matílico del ácido

3qemosiloxi-col-5-énico (XVIII). A1hacer reaccionar este pro

ducto con acetato de potasio en ácido acético se obtenía, luego

de saponificar, el dieno XVIcomoproducto principa1(25).

Sin embargo, el éster XVII por tratamiento con oxiclo

ruro de fósforo on piridina, producía el éster metílico del á

cido 3B-cloro-col-5-énico (XIIIb)(28’29) que podía transformar

se en ol ácido 3B-hidroxi-col-5-énico (Ia) segun se ha indicado

(16) (página 5).

El éster metílico del ácido 3B-cloro-ccl-5-énico (XIIIb)

también fue preparado por reacción del ditosilato del éster me

tílico del ácido hyodesoxicólico (XVb)con clorhidrato de coli

0
0020}!3 C 2CH3

IfisOx“N N03

(XVIII) (XIX)



dina en N,N-airstilformnmida o con clorhidrato de piridina on

pirid inn<30).

Una última transformación de XVben el ácido 3B-hidroxi

-col-5-énico (Ia) fue realizada por Hodosany colaboradores(3l)

quienes trataron el ditosilato del éster metílico del ácido

hyodosoxicólico (XVb)con nitrato de piridonio en piridina; el

ástor metílico del ácido 3B-n1troxi-col-5-énico (XIX) obtenido,

por calentamiento con zinc en ácido acético y posterior saponi

ficación, daba lugar al ácido Ia.

El éster metílico del ácido 3B,68-dihidroxi-5d-c01ánico

(XIVa) puede acetilarse selectivamente en el hidroxilo de car

bono 3; por tratamiento del 33-acotoxi-derivado (XIVb) con oxi

cloruro de fósforo en piridina se obtuvo el éster metílico del

ácido 3B-acetox1-cOl-5-ánico (Id)(32).

En lo que respecta a otras síntesis del ácido 3B-hidro

xi-col-S-énico (Ia), Hayatsu(33) lo obtuvo a partir de un com

puesto con menor número de carbonos, el ácido 3B-acetoxi-22,23

bísnorcol-S-énico (VIb). El esquemaseguido se presenta en 1a

Figura 2.

E1 mismoautor aplica este método para sintetizar el e

pímero 208 del ácido 3B-hidroxi-col-5-énico (Ia-208) partiendo

del epímero 20R del ácido VIb que puede ser obtenido a partir

del isómoro natural 208 según el esquema de la Figura 3.



CO H CGCl

a b
—————-» ———————a

AcO AcO

(Vïb)

H Ts

o d

l f l i —————-—+ l F l i -————-—eAcO AcO

02H

H0

n (Ia)

g: cloruro de tionilo; g: borohidruro de sodio; g: cloruro de

tosilo; g: 1) sal sódica del malonato de stilo 2) hidróxido de

potasio/metanol 3) calentamiento en medio ácido.

Figura 2. Síntesis del ácido 3B-hidroxi-col-5-énico (Ia) a par

tir del ácido 3B-acetox1-22,23-bisnorcol-5-ánico

(VIb).



(VIb-EOS)

AcO

(VIb-ZOR)

g: 1) nitrito de plata 2) ioduro de metilo; 2: 1) hidróxido de

potasio/dietilenglicol 2) anhídrido acético.

Figgra 3. Epimerización del carbono 20 del ácido 3B-acetox1-22,

23-bisnorcol-5-énioo (VIb-2OS).

.En 1955, Bergstrüm y Páábo(34) sintetizaron el éster

metílico del ácido 3B-acetox1-ool-5-6nico-24-14C(Id) a partir

¿el éster metílico del ácido hyodesoxicólico-24-14C (XIIb). por

tratamiento del dimesilato de este último con acetato de plata

en ácido acético.

El método general para marcar ácidos biliares en el



.\

Figura 4. Sintesis del ácido hyodesoxicólico-24

carbono 24(35), consiste en transformar el ¿oido en el halc¿o

nuro con un átomo dc carbono menos mediante una reacción de

Hunsdiecker, el cuul se hace reaccionar con cianuro de potasio

marcado con carbono-14. Por hidrólisis del nitrilo formado so

obtiene el ácido de partida con la marcación radiactiva en cl

carbono del carboxilo. Este procedimiento se ejemplifica para

CO2H cozng

___2;__,. ___lL__9

HON E Acoww H 3
H ¿H ÓAc

(XIIa)

.01!
C 2

___2___,

e “ °’ 14C
AccN z HoN z

H s s
OAc OH

3: 1) anhidrido acético/piridina 2) nitrito de plata; g: bromo/
. . l

bromurode etilo/acetato de plata; g: 1) oianuro de potaSio- 4'C/

hidróxido de potasio/etanol 2) hidróxido de potasio/etanol 80%

3) acidificación.
14C a partir de

ácido hyodesoxicólico (XIIa).
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el ¿cido hyodcsoxicólico (XIla) en la Figura 4.

Cuna 0 este método clárico se aplicó directamente al ¿

cido 3B-hidroxi-col-5-énico (la) se obtuvieron principalmente

productos scoúndarios, aun cuando se protege el doble enlace

por hromación(34).

Posteriormente el método general fue mejorado y so lo

utilizó para preparar ácidos 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 modificación de la reacción de Hunsdiecker con

tetraacetato de plomoy cloruro de litio(37) (que evita las di

ficultades técnicas de preparar sales de plata anhidras) para

la degradación del ácido carboxílico y realizando la cianura

ción del cloruro obtenido con cianuro de sodio marcado con car

bono-13 en dimetileulfóxido(38’39) . De esta forma se sintetiza

ron ácido eólico (XIa), ácido desoxicólico (XXb), ácido litocó

lico (XXc) y ácido quenodesoxioólioo (XXd) marcados con carbono

-l3 en la posición 24.

En esta tesis se presenta una Síntesis del ácido 3B-hi

droxi-col-S-énico (Ia) y de algunos derivados de éste, a partir

de acetato de pregnenolona (XXIb)(4o) y la aplicación de éste

método a la síntesis de dicho ácido marcado con carbono-14 en

la posición 24(41).



pu-._...;

CH CO
3
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C A P I T U L O 2

a; ,. _. u ’_‘H r , .nfl, .Vfiin”; «zir P- r “‘3rwlx9finv '.;udlargliflos.

Los principios cardiotónicos o cardioactivos, son ente“

roidos que poseen la capacidad de ejercer una acción poderosa y

ospacfïicn sobre al músculo cardíaco en el hombre y los an‘ma»

los.

La gran mayoría de estos principios son glicósidos de

1<42>origen vaguta , aunque los venenos de sapos contienen prima

cipios cardiotónicos que no bon glicósidos sino geninas'este

roidulus estructuralmenïe relacionadas con las agliconas de los

principios vegetales. Tambiénse han encontrado en ciertos inn

sectos aunque se pr sume que éstos no los elaboran sino quo los

obtianou on su alimentación.

me supone que la actividad cardíaca reside en la Gali

cona y qua los hidratos de carbono lo confieren una solubilidad

favorable, siondo los ¿licósidos mas efectivos que la aglicona

correspondiente. Esto no Ocurre en los venenos de sapos, donde

las ¿chinas osteroidalas son mas potentes que cuando se encuen

_tran coso ¿stores de la suberilarginina (XXII)

COñH¿
i l. ¿NH

HO2C«(Ch2) -LOLH-Lfl-(bd2)3-NH-C\NH26

(XXII)



-16

Extracturalmonte, los principios cardiotónicoa esteroi

dnloz Bcn cu dos tipos llamados cardcnólidos y bufadienólidos

(¿figura 5). Los curdcnólidos son esteroides de veintitras áto

nos da crrhono, con un anillo lactónico de cinco miembros 038

na m tu::do (grupo butenólido), y poseen un hidroxilo cn posi

ción 14 con configuración B. Los bufadienólidos poseen Veinti

cuatro iio os de carbono, un anillo lactónico de seis miembros

doblcucnfu no saturado y un hidroxilo en posición 14 o un epó

xido on 14,15 teniendo en todos los casos configuración B.

2
3

1: HO 4

Digitoxigchina Bufalina

(C:.=.rdenólido) (Bufed ienól ido)

Fiqura 5. Ejemplosdo los distintos tipos de‘principios cardio

tónicos.

La estaraoquímica de estos compuestos corresponde al de

un_estsrol o un ácido biliar on los carbonos 8, 9, 10, 13 y 17

pero la coufi¿uracióu en el carbono 14 es B, o sea que los ani

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



CII

'D

“¡IMH/

C/D 212

Fí”U“fi Ñ. Entorcoquímica do los cardanóliios y bufadienólidoweAun-“mu

el carbono 5 es B en los bnfadienólidos (anillos A y B cig),

mientras cue en los caráenólidou puede ser d o B (Figura 6) o

pescar un dobla enlace en la posición 5(6).

Las variaciones estructu*ales en ambosseries consisten

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

presencia do funciones oxigenadas en distintas posiciones del

sistomr polinuclear.

Todos los caráonólidos xisten comoglicósidos vegeta

les, pero los bufadienólidos son productos que se encuentran



tnhto cn vejetnles comoen animales. Del Chan'su, producto co

mercial que so supone veneno del sapo Puig gargariuagg Canes:
(43) . (44)o una mezcla del veneno de distintos sapos chinos , sc

r
(4)’46) pero este hechoco y molido, se han aislado cardenólidoe

no puede ser considerado como prueba que en el veneno de sapo

existan cardünólidos dedo los diferentes orígenes del Chan’su y

su distinta componiciónsegún la fuente en la que se adquiere.

En este capítulo se hará referencia a los estudios rca

lizadcc para esclarecer la biosíntcsis de ambostipos de sus

tancias.
—. y. . . ‘ 0.niosnnrtüin ce cïrnenolicos.

El grupo de los cardenólidos es el que ha sido mas am

plianente investigado; la biosínteeis de loe mismosfue estu

diada utilizando precursores marcados en plantas del género 23

glïglgg, principalmente en Diqiteliü lanata y Digitalis percu

rna. Se realizaron además algunos estudios complementarios en
" ,. -I¿trechen uu kombc.

Dadoque la diferencia esencial entre cardenólidos y

esteroles radica en que la cadenalateral alifática de estos

últimos ha cido reemplazada por un grupo butenólido, es de es

perar que su biogónesie esté íntimamente relacionada. Teniendo

en cuenta que el ácido mevalónico (XXIII) es precursor conocido

del colesterol (11a), el primer paso fue establecer si los car
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donólidou también dorivaban de dicho compuesto.
, .. . (47 48) ..

¿n 1900 nnmxtudt y Boal ’ encontraron que sumin: 

, .. . 14 .trando ¿Ciao mavalónico-Z- C a una planta D. lnnata, aislaban

un glicósiao radiactivo que por hidrólisis producía digitoxigo

nina (XXIV)y los hidratos de carbono glucosa y digitoxosa,

comprobandoque toda la actividad permanecía en la aglicona.

Para aclarar ol origon del anillo butenólido, Loeto y colabora
(49.50) . . _ . Mdores utilizaron el mismoprecursor en plantas D. n5¿¿ï—

¿gg obtenicnúo la digitoxigenina radiactiva. Si 1a digitoxige

l

?H20H ‘E

CH2 OH\ /
/C\0

CH CH,COHH
3 ¿ c

HO
(JOZIII)

(XXIV)

Fizura 7. Hipótesis sobre la distribución de la marcación en
. . 14digitoxigenina a partir de ácido mevalonico-Q- C.



nina (Ill?) no formaba a través dal colesterol (11a) o algún

tritorpqno vay relacionado por ruptura entre 103 carbonos 23 y

24, lo dintribuoión do la unrcación soria la indicado on la Fi

gura 7.

Por degradación dc la digitoxigonina radiactiva al áci

do etióuico (XXV)según el esquama do la Pigu)o 8 y análisis do

los otros productos da degradación quo contenían los carbonos

21, 22 y 23, determinaron quo cl carbono 22 no ostaba marcado y

que cl ácido otiánico (XXV)tenía la mismaactividad específica

QHOla dífiitOKigühina (XXIV)-origina . La reacción de Schmidt

realizada sobre dicho ácido daba dióxido de carbono inactivo,

proveniente del carbono 20.

Adomásla dogradación total de la digitox'genina indicó

que toda la radiactividad so encontraba on los carbonos 1, 7 y

15( 51).

En consecuencia el anillo butonólido no provenía de la

codonalatcral del colesterol (11a) ni directamente a partir

del ácido movalónico (XXIII) ya que ninguno de sus átomos de

carbono poseía radiactividad. Quedabanpor lo tanto dos hipóte

sis posiblcs: a) una ruptura de la cadena lateral del coleste

rol ontro los carbonos 20 y 22 para dar un 20-ceto-derivado del

pregnano, el cual reaccionaría con una molécula de ácido acéti

co (como acotil Coonzima A) dando un B-hidroxiácido, que por



¡ono + co2(co-Ba)3

O H

HCHO 2

c I d .
———————>

OH

A00 . A00
d H

020d3 02H

___EL__>

A00 HO
H H

(XXV)

g: l) anhídrido acético/piridina 2) ozonólisis 3Xzinc/ácido a

cético; E: bicarbonato de potasio; g: poriodato de sodio; g: l)

diazometano 2) oxicloruro de fósforo/piridina; g: 1) hidróxido

d0'potasio/etanol 2) acidificación.

giïïgïlg. Esquemado dagradación del anillo butenólido de la

digitoxigonina (XXIV).
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Ïgí
Egfiura fi. Hipótosis sobre la formación dal anillo butouülido.

deshidratación, oxidación del carbono 21 y lactonización daría

lugar a1 anillo butenólido y b) a partir de un ácido etiánico

el que roaccionaría con una molécula de ácido acético dando un

B-cetoácido que por doscarboxilación daría lugar a un 20-ceto

derivado dol pregnano que reaccionaría comose indicó anterior

mente en g (Figura 9).

Para decidir cual era 1a hipótesis correcta, Leota y

colaboradoras hicieron experimentos suministrando a plantas Q;
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(XXVI)

(IIa)

.E¿g¿ï2 19. Distribución de la marcación en escualeno (XXVI),

colesterol (IIa) y pregnenolona (XXIa) a partir de
. - 14 . \ v 14 .ácido mewalón1co-3- C (círculo(3/p '3 - C (punto

. . 14 .o) (XXlII) y acetato de sodio-l- C (trlángulo A).

14C(49,50)Enqgurog, acetato de scdio-l- y ácido movalónico-3’

14C(50) (52) suminiStraron ácidoy Roichstein y colaboradoras

mevalónico-3sl4c a D. lenata. Las distribuciones de la marca

ción en escualeno (XXVI), colesterol (IIa) y prognenolona

(XXIa) pueden observarse en la Figura 10.

La digitoxigenina (XXIV)aislada en todos los casos re

sultó activa, y por degradación según el esquema de 1a Figura 8



‘ . . 14se uotcralnó que cl acetato dc sodlc-l- 'C había dado lugar a

digitoxig nina marcoüaon cl sistema esteroidal y cn loc cacho

nos 20 y 23 del anillo hutonólido, pero no cn loa carboncs 21 y

22, lo cual cztaría dc acuerdo con cualquiera do las dos hipó
“' .-.'.q ñ..L ' _ «1 ' . .,'.¿'tüblfl enunclacas anucrlorcentc. El áclco mevalón100-3- C ndn¿a

producido digitoxigcnina marcada cn el carbono 20 además del
. .1 n a . ‘alstcua est9301ca1, y finalmente el ác1do mevalonzco-3 - C

proáujo cl cardonólido marcado en los cnrbonos 18, 19 y 21, cs

tanio la tercera parto dc la actividad total presente en este

último. Tstc resultado está de acuerdo con 1a hipótesis de un

intermediario do tipo pregnano y no con un ácido etiánico, do

bido a que cn eso caso se obtendría digitoxigonina (XXIV)sin

marcación en cl carbono 21 ya que éste provendría de una molé

cula dc ácido acético (Figura 10). Además1a hipótesis del áci

do etiánico no sería acorde con el resultado obtenido con ácido
. 14 .mevalón1co-3- C, ya que en dicha hipóteszs se supone que el

carbono 20 proviene de una molécula de ácido acético.

(53) administraron elEn 1964 Tschesche y Lilienweiss

3B«glucósido da la prognanolona-2ln14c (XXVII) a plantas 2¿_;g

2313 encontrando ol 6%de la actividad suministrada cn los car

decólidos digitoxigcnina (XXIV),gitoxigenina (XXVIII). digoxi

genina (XXIX) y xysmalcgcnina (XXI).

En consecuencia quedaba demostrado el camino:
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(XXVII)

on /

OH

H HO

( 7:41X) (xxx)

cido mgvalónico ———————>colesterol-——————a_pragnenolona.__—+

-ï-+3M"c&rdenólidos.

Varios trabajos posteriores, intentaron aclarar a¿gunos

pasos del esquemabiosintótico trazado.
(54)Tschescho y Brassat encontraron que administrando

- 14 - . .pregnan0L0n3-2l- C, no ya comoglucósiuo sino con el hldroleo

en 1a posición 3B libro (XXIa), a D. nurnurgg se obtenía digi

toxigeninu (XXIV)y el derivado del digitanol, digipurpurogenim

na (XXXI)radiactivos.

La capacidad de la planta D. lanata de metabolizar com
(55)lesterol (IIa) fue demostradapor Caspi al encontrar preg



H

(11m) (20cm) (XXXIIIa): SB-H

(XXXIIIb) : 50(-H

nenolona (XXIa)radiactiva entre los metabolitos del colesterol

-4-14C en dicha planta. Esto apoya 1a suposición que el coles

terol (o un triterpeno muyrelacionado) es el csterol básico

formado en la planta y que la pragnenolona (o un 20-ceto-deri

vado dol pregnano) juega un papel muy importante en 1a bicsín

tesis de los cardonólidos.

Establecidos entonces los lineamientos generales del

esquema biosintático, quedaba por estudiar el mecanismode sa

turación del doble enlace en posición 5(6) y la hidroxilación

en carbono 14.

En lo que respecta a1 primero de estos puntos, Heftmann

, (56,57) . _ . . . .y COlobOlndorGS realizaron un estudio de los metabolitos
Ade 1a pregnonolona (XXIa), suministrando pregnenolona-4-l'c a

plantas Q¿_ anata, en un intento de hallar posibles precursores

de los cardonólidos e identificaron progesterona (XXXII) y 5B

prngnán-3,20-diona (XXXIIIa)radiactivae. Se suministró enton
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1L" . _ ¿“ha
nos 11"":-ficr'toz'mm-4- }C(/ ) a 15.:: mlsmas 1‘>Ï¡..¿.n'tos, 0710011...-: 1:0

una 12:;2',’lnrí; tu incorporación a 10:3 CL‘I’íÏGlLÓliGOS(diu: venus ¡12).

14‘ . o qyor Quo en el caso do la prognonolona-4" L) y una 1ncorgcru«

ciÓY "‘J.::‘-'=:.".(,«‘:Í;’J¿uqucfíu a. prognonolona (I'ÏÏL‘LIa), lo cual (16.13"?1,31"

ría quo 1a progostoronn (XXXII) es-á mas adelante on 01 caïino

biOPihïÓtiCO. Entra los metabolitos de la progesterona so on

contraron Sp—prognán-3,20—diona(XXXIIIa), 5X?pregnán-3,20-dio

na (Khïïllb) y Bqfipregná.-36-ol-2C-0na (IAXIVb) radiactivos;

estos dos hlLiflOp no ostarían involucrados on la biosintesis de

los caríonóliuon saturados en la posición 5(6) presentes on 2¿

lggggï ya que éstos posean el hidrógeno en el carbono 5 con

configuración a. Por otra parte so aísló digifologonina (XXXV)

y so determinó que no era activa; siendo éste un digitonol que

poseo un dobla enlace on posición 5(6) y teniendo en cuenta que
. 14 1 w . . . (551a prcgnenolona-4- C oa ¿ugar a dlChO compuesto radlactlvo ’

57), so puedo suponer que la progesterona (XXXII) eo el inter

0

H0

(Klum): sra-H (200W)

(mmm) : 50(-H



mediario utilizado por la planta para reducir el doble enlace

originalmente presente en la posición 5(6). Analogamentea lo

(59), la pregnenolona (XXIn) seque ocurre en los animales

transformaría en progesterona (XXXII) y en este momentose sa

turaría ol doble enlace. Esto fue confirmado por Caspi y Hornby
- ‘ F1 {o, quienes enministraron una mezcla de pregnenolona-3xyi (I.

. _ , 14 p ,tritio) y pregnenolond-4- C a plantas D. lanata, enconurando

que la digitoxigenina (XXIV)radiactiva aislada no contenía'

tritio en la posición 3q3
(61) .Tschesche y colaboradores eemostraron que la SB

pregnán-3fiuol-20-ona (XXXIVa)y la 5B-pregnán-3,20-diona

(XXXIIIa) marcadas con tritio en las posiciones 16 y 17, son

intorconvertibles al ser administradas a plantas D. lanata y

que son precursores de digitoxigenina (XXIV), gitoxigenina

(XXVIII) y digoxigenina (XXIX).

Paralelamente a estas experiencias Heftmanny colabora

dores realizaron estudios en plantas Étronhantus kombó. Los

cardenólidos del fijgcphantus difieren de los de plantas Eigita

lis, por tener funciones oxigenadas en las posiciones 5 y 19.
14

. Suministrando progesterona-4- C a plantas É, kombá,

aislaron periplogenina (XXXVIa),etrophantidina (XXXVIb)y

strophantidol (XXXVIc)radiactivos(62) y en un estudio poste

rior encontraron además SB-pregnán-3,20fdiona (XXXIIIa), Sd}
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(KKKVIa),Ih CH3 (XXXVII)
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pregnán-3B-ol-20-ona (XXXIVb)(también halladas en Q¿_;355:g

(56)), pregnán-ja,58-diol-20-ona (XXXVII)y 58-9regnán-3Q-ol-EO

- na (XXXIïa)radiactivas(63).

La pregnán-3B,58-diol-20-onaestaria asociada directa

mente a la biosíntesis de los cardenólidos de 93593333335 que

poseen un hidroxilo on posición 56, sin embargo al suministrar

SB-pregnánw3B-ol—2O-ona-4-l4c (XXXIVa)y pregnán-3B,56-diol-20—

ona-4-14C (XXXVII) a °LJ:.kombóse obtuvieron pequeñas incorpora

ciones en los cardenólidos, por lo que no pudieron sacarse con

clusiones definitivas sobre la intervención de los compuestOS

(64). Análogamente, aladministrados en el camino biosintético

suministrar periplogonina-4-14C (XXXVIa)a S. Rogge, no se en

contró incorporación a los restantes cardenólidos.

Por otra parte, hasta ese momentono se habian detecta

do cardenólidos con un hidrógeno en posición 54 en S. komgg(°3)
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(solamente se había detectado uzarigenina (XXXVIII)en otras

(65,66)),especies de Strophantus por lo cual no se sabía la

función do la Sd-pregnán-3B-ol-20-ona(mw) que había sido
)(63).encontrada cemoun metabolito de la progesterona (XXXII

Suministrando 5d°pregnán-3B-ol-20-ona-4-l40 a plantas S. kombá,

se aisló uzarigenina (XXXVIII)radiactiva(64)¡
(67)

previamente

Tschesche y-Snatzke habían encontrado Sdrpregnán-3B-ol-20

.ona (XXXIVb)y uzarigonina (XXXVIII) en plantas Xysmalobium gg

gglgtgm, sugiriendo que podía existir una relación biogenótica

entre ambosproductos pero sin demostrarlo experimentalmente.

Ya se había señalado que una de las características de

los cardenólidos es la de poseer un hidroxilo en posición 14

con configuración B. Esto es de especial interés, ya que la hi

droxilación de esteroides en átomos que no son vinilogos ocurre

por desplazamiento directo de un hidrógeno con retención de

configuración, o sea, que el hidroxilo entrante asumela este
(68)reoquímica del protón saliente . Dadoque el colesterol



rw. .M. (5. 54 59) H .1?(11a)( *), pregnonolona (hnla) 3’ ’ y progesterona (káhll)
(‘39) ., v ..\ n M.’ , 103 cuales poseen ol hinróguno on 908101án 14 cun conil

guración d} se incorporan a los caraenólidos, sería de esperar

que si la hidroxilación ocurriera por el mecanismoconocido se

obtuvicran productos que tuvieran un hidroxilo 14d en vez de

148.

. .0. . . (69) nPara Justiiicar este hecho Caspi y LGVIS , plantea

ron dos hipótesis partiendo de la suposición que un precursor

esteroidal con el hidrógeno en posición 14d, sufriera una hi

droxilacíón normal dando un‘l4d-hidroxi-derivado el cual se in

vertiria al compuesto14B-hidroxilado.

La primera hipótesis supone que la secuencia se inicia

por el desplazamiento del hidrógeno 14d en XXXIX,formando el

14o<-hidroxi-intermediario XL. Esto se ve apoyado por el aisla

(7o,71). El a1_miento de esteroides 14d-hidroxi1ados de plantas

cohol terciario XL, por deshidratación, podría dar la 14(15) o

lefina XLI, que por oxidación en B daria lugar al 148.158-epó

xido XIII. Nuevamente1a presencia de 148,158-epóxidos en los

ñ\\\\\\
(XXXIX) (XL) (XLl)
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(XLJI) (XLIII)

bufadianólidos apoya esta suposición. Finalmente la acortura

roducáz’wi (lol cpóxido XLII por ataque en el carbono 15 daría

lugar al 146 alcohol XLIII.

Una variante alternativa, podría ser que el producto XL

se deshidratara a una olcfina 8(l4) que por oxidacion daría un

88,14Bucpóxido el cual por ataque roductivo en ol carbono 8

rcndiría c1 148 alcohol XLIII.

La segunda hipótesis de Caspi<69) supone que el proceso

puede sur por radicales libras y no iónico, teniendo en cuenta

que la biosíntesis de cardenólidos Ocurra en las hojas(53’54’
r0 W" . . . u . nJJ). for 1nf1uenc1a de 1a luz solar, el l4d-hidrox1-derivado KL

podría dar orígen al radical oxi XIlV. Este tipo de radicales
(72)

se reordauan a radicales ceto como XLV, XLVI y XLVII. El

R R B

6,\\\\\
(XLIV) (XLV) '(XLVI)
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(XLVlI) (XLVIIl)

cierre del anillo podría ocurrir con inversión de la configura

cion en el carbono 14, dando 01 radical láB-oxi XLVIII y final"

manto el 148 alcohol XLIII.

Por otra parto en ninguna de las dos hipótesis la hi

droxilación inicial está limitada al carbono 14, sino que puede

ocurrir en los carbonos 8.6 15; esos hidroxicompuestos podrían

transformarse en un 140 alcohol por mocanismos similares a los

proyuestos.

Para probar estas posibilidades se suministró a D. la
(69)nata una mezcla de 14d-hidroxi-progcsterona-l-T (XLIX)y

progesterona-4-14C (XXXII), ya que esta última serviría como

control. La digitoxigenina (XXIV)obtenida, contenía carbono-14

pero no tritio, de donde se deduce que la 14d-hidroxi-progcsto

roma (XLIX) no es precursora de cardenólidos.

Por otra parte, Tschesche y colaboradores suministraron

5,6-dehidro-14-desoxi-l4dFdigitoxigenina-22-14C (L), 14B-anhi

dro-digitoxigenina-22-14C (Iï)(73)

-16d7T (LII)<61) a plantas D. lanata, encontrando que en ningún

y 5B-Pr68-14-0n-3B-01-20-ona



(aux) (L)

H H

(LI) (LII)

caso la digitoxigonina (XXIV)resultó radiactiva. Si bien ésto

complementaol trabajo realizado por Caspi(69), nada puede de

cirse acerca do otros l4d-hidroxi ó 14,lS-dehidro-intermedia

rios ya quo éstos podrían formarse en otra etapa del proceso

biosintát ico.

Para tratar de aclarar esta cuestión, se administró SB

-prognán-3B,l43-dicl-2O-ona-15,16-T2 (LIII)(73) y SB-pregnán-3B,

14B,21-triol-20—ona-3+T (LIV)(74) a plantas D. langtg obtenién

dose cardonólidos radiactivos, lo cual indicarïa que 1a hidro

xilación en el carbono 14 ocurre con anterioridad a 1a forma

ción del anillo butenólido y que posiblemente no pasaría por un



OT-I OH

Ho HO
H H

(LIII) (le)

intermediario insaturedo en posición 14(15).
' n - 1 ‘ h ' pn v ' Cenon1oa y colabornoores rou11¿aron un trabaao amy

aclaretorio respecto de la función del carbono 15 en la biosín

tesis de los cardenólidos durante el proceso de hidroxilación

en carbono 14. En primer lugar se administró ácido movalónico

i h ü 1 . . 1' .3u(24—2mïu2—4L) con una relación T/ 4C ue 8,04, a plantas a;

lsnatq; este compuestodebía origina}n en la planta un interna»
du. a .. 1'.ldrlo ljd?i según ul esquemade la bi¿ura 11.

La digitoxigenina (XXIV)obtenida tenía una relación

/14 . . . _¡_ . . .T C de 6,34; por transformaCIÓn en la 33-aceeox1-15-oxo-digi

toxigenina (LV) dicha relación disminuyó a 4,18 (Figura 12).

Teniendoen cuenta que el colesterol biosintetizado por
. . n 14 .la planta también tenía una relaCión 1/ C de 6,64, se puede a

tribuir la disminución observada en dicha relación en la digi

toxigenina a la isomerización enzimática reversible:

isopentenil-pirofosfato;::::::::Edimetil-alil-pirofosfato
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3R( 2;»¿1-224-2- ’c) lanosterol

intermediario-15d-T

Finurí ll. Formacióndol intermediario lfid-T en organismos.7,.

vivos.

y se puede concluir que ol tritio cn la posición 15d no inter

viene en la conversión del precursor a los cardonólidos.

J Se probó entonces con una mezcla de progesterona-15B-T

y progesterona-4-14C (XXXII) en plantas D. lanqig, encontrándo_

se que 1a digitoxigcnina (XXIV)mantenía la relación entre los

dos isótopos y que por transformación a 35-acetoxi-15-oxo-digi

toxigenina (LV) según el esquema de 1a Figura 12, se perdía 1a

casi totalidad del tritio. Esto indicaba que el tritio en la

posición 153 tampocointervenia en la conversión de la proges

terona (XXXII) a cardonólidcs.
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(Lv)

g: 1) anhídrido aoático/piridina 2) cloruro de tionilo/piridina;

g: ácido motacloroporbenzoico; g: trióxido do cromo.

Figura 12. Transformación de digitoxigenina (XXIV)en 38-aceto

xi-lB-oxo-digitoxigenina (LV).

Por último, para confirmar estos resultados, se sumi

nistró a 2¿_132339una mezcla de pregnenolona-lSd,153921,2l,21

T5 y pregnonolona-4-14C (XXIa) aielándose la digitoxigenina
(XXIV) que fue sometida a degradación según el esquema de la

Figura 8, para dar el ácido etiánico correspondiente el cual

/14tenía una relación T C de 9.52. Por otra parte el precursor

administrado se equilibró con hidróxido de sodio en metanol



aqua para eliminar ol tritio do carbono 21 y el producto obtew

nido toria una relación T/14C do 9,49, debido oxolusivanontc al

tritio presente en ol carbono 15.

En consecuencia so puede concluir que los hidrógencs do

carbono 15 no intervienen en el mecanismode la hidroxilación

en el carbono 14, lo cual descarta todos los posibles interme

diarios con un doble enlace en 1a posición 14(15).

Para determinar si había intervención del hidrógeno on
79)carbono 8, Caspi y colaboradores( administraron una mezcla

x q - 14de COlOStOPOl-Eb-ly colesterolm4- C (lla) a plantas D. lcngg

encontrando quo la relación de isótopos no mantenía en los rar

denólidos aislados, digitoxigenina (XXIV)y digoxigunina (XXIX).

Esta resultado indicaba que el hidroxilo en la posición 146, se

introdujo sin intervención del hidrógeno en 8B; quedarían pues

eliminados los intermediarios con dobles enlaces en las posi

ciones 7(8), 8(9) y 8(l4).
(80)Sin embargo, paralelamente Tschesche y Kleff admi

nistraron SB-preg-8(14)-en-3,20-diona-7-T (LVI), prognenolona

7d-T (XXIa) y 7,8-dehidro-progesterona-6-T (LVII) a plantas EL

lanata, encontrando que los dos primeros son precursores de di

gitoxigenina (XXIV)pero no el último. En base a estos resulta

dos los autores proponen que 1a hidroxilación en el carbono 14

podría ocurrir por formación del epóxido 86,146 y apertura re
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ductiva del mismo. Esta hipótesis se ve apoyada por el hecho

que entre los productos de hidrogenación catalïtica de 1a adi

nerigenina (LVIlI) figura la dihidrodigitoxigenina (LIX), con

lo cual el 86,148-epóxido sería capaz de transformarse reductiv

vamento en un 148 alcohol.

Los resultados anteriores señalan que sigue siendo pro

blemática la introducción del doble enlace en la posición 8(14).

Dado que tanto el 56-derivado del pregnano, como el que posee

un doble enlace en la posición 5(6), son precursores de los

cardenólidos puede suponerse que ocurra una deshidrogenación en

el carbono 5 y posterior traeposición del doble enlace dentro

del anillo B. Teniendo on cuenta que el derivado con un doble
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enlace en la posición 7(8) (LVII) no se incorporó, Tschcsche

(80) prefiero suponer que hay una deshidrogenación directa por

eliminación de los hidrógenos axiales 8 y 14, o mejor aun una

primera dcshidrogenación con pérdida de los hidrógenos axiales

8 y 9 y migración posterior del doble enlace a la posición

8(l4). La incorporación del precursor LVI, descarta posibles

hidroxiluciones en la posición 7 que pudieran dar lugar a un 7

coto-derivado.

En consecuencia con los datos existentes hasta el mo

mento no es posible aclarar el mecanismobiosintático de la hi

droxilación B en la posición 14.

Por último con respecto a las hidroxilaciones en otras

posiciones del sistema osteroidal los datos son muylimitados.

)(61,74)Tanto la digitoxigenina (XXIV como la 5B-pregnán-38,IEB

-diol-20-ona (Lx)(61) son precursores de digoxigenina (XXIX)

con lo cual la hidroxilación en la posición 128 podria tener

lugar indistintamente antes o después de la formación del ani

O
OH

H0

(LX)



110 butcnólido. Sin embargo, 1a digitoxigonina (XXIV) no es

- - - v1! 1 (74) ' . - - “vs-Cn v.procursnra do altox1¿en1na (Xnvl¿1) lo cual IÜÓlcu.Lu qbo

la hidroxilación on la posición 168, tendría lugar antes de le

fornrción del anillo lactónico.

Las posibles rutas biosintóticas de los cardenólidos on
81-8 .(62-64)

plantas-3 1). lam-¿á 3) y S. knrtb') pueden apreciarse on

el esquema de la Figura 13.

ácido acático-——————>ác1domevalónico——————4>colesterol

5 . . . - ¿l cardenólldos y dlgltanoles<——————prognenolona

5B—prognán-3B-ol-20-ona<———-—-—-——progesterona

EB-prcgnán-3B, 14B-hidroxi-progesterona
14B-diol-20-ona

, gitoxigenina

I 1 (XXVIII)
5B-prcmnán-3B,1EB, SB-presnán-38,14B,
14B,21-tetrol-20—ona 21-triol-20-ona

digox130nina<—-——-———digitoxigonina
(XXIX)

L-—->prognán-3B,58-diol-2O-ona Ed-pregnán—38-ol-2O-ona<r—J

periplogenina, strophantidina, uzarigenina
.strophantidol (xxxvxa,b,c) (¿ka111)

Fizura l}. Rutas biosintéticas posibles de formación do carde

nólidos on plantas D. lanata y S. kombé.
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Cemosa indicó, los bufaiionóliÓOS son estructura monta

similerc3 a los cardenólidos presentando on la caduna latera

un Dnillo lactónico de sois miembrosdoblemente insatarado.

Bs interssanto el hecho quo los bufadienólidos son de

los poco: compuestos orgánicos que se encuentran tanto en el

reino vegetal comoen el reino animal.

En plantaq, los bufadienólidos se encuentran comogli

cósidcc; c moejemplos se pueden citar la hollabrina (LXIa) que

so Gnoucntra on c1 ggllgggzgg 3339333223, cl scillirósido

(Lïlla) presente en'la variedad roja de la 593;;3 335Á3¿;gy la

scillaron A (TXIIIa) en la variedad blanca de esta mismaplan

ta. Todo: estos glicósidos son muyresistentes a las hidrólisis

por métodos químicos y para obtener las agliconas correspon

dientes (hallabriganina (LXIb), soillirosidina (LXIIb), scilla

renina (LXIIIb)) se debe recurrir a hidrólisis enzimáticas(84

87)_

0
\ O

OH

RO

H Ao

(LXIa), R: glucosa-ramnosa (LXIIa), R: glucosa

(LXIb), R: H (LXIIb), R: H
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(LXIIIa), R: glucosa-ramnosa

(LXIIIb), R: H

En animales, los bufadienólidos se encuentran comolas

geninas libres o comoesteros de la suberilarginina (XXII) (bu

fotoxinas), en la secreción de las glándulas presentes en la

piel del sapo (orden: 52323, familia: Bufonidae), principalmen

te en las parótidae situadas detrás de los ojos, y en algunas

especies también cn las glándulas tibiales, ubicadas en las pa

tas traseras. Dicha secreción, contiene una mezcla de productos

cuya acción sobre el corazón es semejante a la de los compues

tos digitálicos.

Los estudios fueron efectuados inicialmente por Chen(88)

y mas recientemente por Okada y colaboradores(89), encontrando

que ademásde su acción digitálica la mezcla presenta un marca

do efecto comoanestésico local, que en algunos casos resulta

superior al de la cocaina(89’90).

La secreción de las glándulas del sapo es una mezcla

compleja de sustancias que pueden ser divididas en dos grupos:
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no CHOHCHZLHCH3 \\
N

no H

(LEW) (mw)

(LXVIa), R: o

(LXVIb), R: o so

compuestos básicos y esteroides. Entre los primeros se ha en

contrado adrenalina (LXIV)(91’92), bufotenina (LXV)(92’93), de
01‘ ’

hidrobufotenina (LXVIa)(“”9b) y bufotionina (LXVIb)(96); entre
)los segundosso ha encontrado colesterol (IIa)(90 , X-sitoste

.rO
(QI‘JB) (mezcla de sitosterol (IIb). stismasterol (LXVII)9

)(99)), (100)

rol

colesterol y campesterol (LXVIII
(101)

bufogeninas y bu

fotoxinas

(LXVII) ‘(LXVIII)



Los estudios biosintóticoa de los bufadionólidos on ol

reino vegetal han uiío roalizafios en Hclïnborus ntvorubqgg y en

la variedad roja de 1a Scilla marítirg; en el reino animal di

chos estudios se han llevado a cabo en sapos 31:9 Eprinug, ggïg
1‘

nDérngramíg y ¿329 ouroggg.

Dadala similitud estructural entre cardenólidos y bu

’adionólidos, se pensó que la biogánesis de éstos estaría muy

(102) suministraron elrelacionada. En 1965, Tschesche y Brassat

glucósido de pregnonolona-21-14C (XXVII) a Holloborus atroru

3233, determinando que 1a hellebrina (LXIa) aislada el cabo de

16 días era radiactiva. Por ozonólisie do este producto, previa

acctilación, sa obtuvo una sustancia inactiva, lo cual demos

traba que la radiactividad presente en 1a hellebrina (LXIa) se

encontraba en el anillo lactónico y que por tanto no había ocu

rrido una ruptura de la pregnenolona dando acetato radiactivo y

posterior síntesis del bufadienólido.

Posteriormente, se suministró pregnenolona-4-14C y

)(1O3) con el fin de estudiar el mecapregnenolona-3d-T (XXIa

nismo de hidroxilación en 1a posición 5. La hellebrina aislada

contenía tritio aunque la relación T/14Chabía disminuido. Por

otra parte, la 56-pregnán-3B-ol-2O-ona-16,17-T2 (XXXIVa)y la
)(103)5d-pregnán-3B-ol—20-ona-16,17-T2 (XXXIVb , no fueron in

corporadas. Esto permite suponer que la hidroxilación en el
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cc:bono 5 no ocurre jor sustitución directa del hidrógeno en

cua posición nino por adición de agua al doble enlace 5(6). A

demís ol hecho que haya una retención parcial del tritio en la

posición 34, implica que no es necesaria la formación de un 3

Gato-derivado; sin embargola pérdida de tritio encontrada pue

de deberse a que 1a prognenolona (XXIa) (o un derivado relacio

nado) está cn equilibrio con un 3-ceto-derivado que no inter

vendria directamente en 1a biosíntesis de la hellebrina (LKIa).

Paralelamente a estos ensayos en Helleborus atrorubcns,

Gros y colaboradores realizaron experiencias en 1a variedad ro

ja de la 523115Eggiïiïg encontrando que el ácido mevalónico-2

04’105) y la pregnenolona-2O-l4c (XXIa)(106) se140 (XXIII)('3'

incorporaban a la scillirosidina (LXIIb) lo cual confirma los

resultados anteriores.

De acuerdo con estos datos se puede postular el esquema

hiosintético básico de 1a Figura 14 para 1a formación de los

bufadienólidos en plantas. No es conocida hasta el momentola

unidad X que reacciona con el intermediario tipo pregnano para

formar el anillo lactónico. Tampocoes sabido si el aporte de

los tres átomos de carbono requeridos provendrian de un solo

compuesto o mediante dos adiciones sucesivas.

Un camino posible de formación del anillo lactónico de

2-pirona, es 1a condensación del ácido oxalacético (LXIX) con



. . . v \ . .\ácido pavalónico-———————e.pregnenolona-——1ï;——+baladionólluou

(o 20-ceto-derivado
del pregnano)

Jí
progesterona

(u otro 3-ceto-derivado)

Eirurg_l¿. Esquemabiosintótico de formación de los bufadienów

lidos en plantas.

un derivado de la regnenolona (XKIa), con posterior pérdida de

dióxido do carbono y lactonización. La reducción del grupo car

bonilo presento en ol anillo y la pérdida de dos moléculas de

agua produciría el anillo lactónico hoxaatómico doblemente in

saturado (Figura 15).

o (¡30211 H02
c=o

+ (I:II Ho 02H Ho COZHI 2 ———> ———> _—>
co 21a

(LXIX)

O H

HO 0 H0 \ O
-————-——> -————-—9 o

Figura 12. Hipótesis sobre la formación del anillo 2-pirona.
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Los estudios biosintóticos realizados on animales, fue

ron comenzados en 1951 por Doull y colaboradoros(1o7) quienes

encontraron bufadienólidos radiactivos en el veneno de sapos a

limentados con algas que habian sido cultivadas en atmósfera de

dióxido de carbono radiactivo. Este resultado tiene un valor

relativo en lo que se refiere a la biosintesis de los bufadie

nólidos, ya que no se conocían con certeza los precursores uti

lizados dado que las algas podrían haber elaborado una mezcla

de compuestos radiactivos.

1 01 o _ . o .Ln i957, ciperetcin y colaboradores inyectaron co
. 14 .lesterol-4- C (11a) a sapos Bufo marinas, encontrando que la

marinobufagina (LXX)aislada a1 cabo de 75 dias era radiactiva;

los mismos autores encontraron que dicho bufadienólido no era
. . . . . 14radiactivo cuando se suministró acetato de sodio-l- C en las

mismas condiciones e indican que el colesterol es precursor de

los bufadienólidos en sapos pero que el ácido acético no lo es.

Este razonamiento no tiene en cuenta el resultado experimental

que el ácido acético es precursor del colesterol (IIa) en los

(109) y en consecuencia la no incorporaciónorganismos animales

del acetato de sodio radiactivo en los bufadienólidos es difi

cil de explicar.

(110,111)Posteriormente otros investigadores repitieron
. . 1 .las experien01as con colesterol-4- 4C en sapos Bufo marinus
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H OH

(LXX) (IJIIa): 7d-OH

(mom) : 7B-0H

encontrando incorporaciones muchomenores en los bufadienólidos
. . . Oque las obtenidas por Siperstein(1 8).

Buscandouna analogía en el orígen de bufadienólidos de

plantas y de animales se inyectó pregnenolona-4-14C a sapos 23

fo mariggg(llo) y pregnenolona-2O-14
(106,112)

C a sapos Euge Paracnemis

encontrándose que en ambos casos la marinobufagina

(LXX)aislada no ora radiactiva. Se puede postular entonces que

en el caso de los sapos, el colesterol (lla) sería inicialmente

transformado a un intermediario con estructura de ácido biliar

(113), que luego seria convertido en los bufadienólidos. El he

cho de haberse aislado 7d-hidroxi-colesterol (IXXIa) y 7B-hi

(100),droxi-colestercl (LXXIb)del veneno de sapo que son in

termediarios importantes en la biosíntesis de los ácidos bilia
L‘

res<114’11)), apoya esta hipótesis a pesar que hasta el momento

no se han encontrado 7-hidroxi-bufadienólidos en dicho veneno.

Los resultados anteriores fueron confirmados por inyec
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a
a b 002

0 (CO3Ba)
A00

H

a: 1) anhídrido acético/piridina 2) permanganatode potasio; g:

HO
H

(LXX)

azida de sodio/ácido sulfúrico concentrado.

Figïya 1g. Esquema de degradación de 1a marinobufagina (LEX).

ción de colesterol-2O-14C a sapos Bufo Parecncmis(112’118). La

marirohufagina (LXX)aislada a1 cabo de 78 y 107 dias resultó

radiactiva; por oxidación al ácido etiánico correspondiente, '

previa acetilación, y degradación de Schmidt de dicho ácido se

determinó que toda la actividad del bufadienólido residía en el

carbono 20 (Figura_16).

Por otra parte el ácido mevalónico (XXIII) es incorpo

rado en los bufadienólidos y en el colesteroi (IIa) en sapos

232g caracnemiq(105’112).

Teniendo en cuenta que los ácidos biliares podrían ser.

poSibles precursores de los bufadienólidos en sapos, se inyectó

a ejemplares de 2339 marinus el éster metílico del ácido 3d-hi

droxi-SB-colánico-24-14C (LXXII), el ácido 3d-hidroxi-SB-colá—

nico-24-14C (XXc), el éster metilico del ácido 3fivformoxi-5B
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IH

(LXXIVa), R: CH
3

(LXXIVb), R: H

colánico (LXXIIIa) marcadocon tritio, la sal de sodio del áci

do 3B-hidroxi-BB-colánico-24-14C (LXXIIIb) y los ésteros metí

licos de los ácidos 3B-hidroxi-5K-colánico (LXXIVa)y 3B-acoto

(110), encontrándose quexi-ool-5-ónico (Id) marcadoscon tritio

los 3d-hidroxi-compuostos no fueron incorporados en los bufa

dienólidos pero si los 3B-1sómeros. Dado que con estos últimos

se obtuvo una buena incorporación en los bufadienólídos es poco

probablo que haya ocurrido una degradación de los compuestos



inyectados a unidades de dos o tres carbonos que luego se hayan

introducido en e] metabolismo dando orígen a los bufadienólidos.

Una pruebe definitiva requeriría verificar en el caso do los

precursores marcados con carbono-14 que el carbono 24 de los

bufadienólidoe está marcado, experiencia ésta que no fue reali

zada.

Por otra parto los buradienólidos fueren purificados

por crematografía cn placa preparativa, e identificados sola

mente por cromatografía en cepa delgada con lo cual los resul

tados obtenidos no son totalmente seguros.

La conversión del colesterol (11a) en bufadienólidos,

involucra uña serie de transformaciones bioquímicas interesan

tes, oomoser la degradación de la cadena lateral a un anillo

lactónico de seis miembrosdoblemente ipsaturado, la incorpora

ción de un hidroxilo terciario en la posición 14B.(bufalina

(LXXV), telocinobufagina (LXXVI)) o de un epóxido en posición

149,156 (marinobufagina (LXX), resinohufagina (LXXVII)) y la
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(LXXVII)

incorporación de hidroxiloe secundarios en otras posiciones

(100). Ninguna de estas transformaciones ha sido estudiada has

ta el presente en lo que se refiere al orden en que tienen lu

gar o al mecanismobioquímico interviniente.

Los resultados anteriores indican que el colesterol

(IIa) es precursor directo de los bufadienólidoe de origen ani

mal y que el camino colasterol-—————-—a.pregnenolona-————————+

bufadionólidos, a diferencia de lo que ocurre en las plantas

(página 46). no tiene lugar en los animales.

No está aclarado el camino metabólico de colesterol a

bufadienólidos aunque puede euponerse que, como se ha demostra

(114), la introducción dedo para el caso de los ácidos biliares

funciones oxigenadas ocurre con anterioridad a la formación del

anillo lactónico.

Teniendo en cuenta la lentitud con que se forman los

bufadienólidos, en los sapos, comparadoscon la formación del

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



han detectado compuestos con una cadena lateral del tipo dc

ácido colánico, puede suponerse quo el paso lento en la COÏïuJ“

sión del colesterol e los bufadionólidoe sería la degradaci(¿

de la cadena lateral(ll7) y el ácido colánico formadose tr:;:_

forméria rápidamente en los bufadienólidos.

Para la transformación biológica del colesterol en los

buradionólidos pueden postularse varios caminos(112) que se

presentan en la Figura 17.

Puede suponerse que se inicia con la ruptura de la ca

dena lateral del colesterol (o de un producto relacionado) para

dar una estructura tipo ácido colónico o colánico o un derivado

de éstos. En el ceso de un intermediario como el ácido 3B-hi

droxi-col-S-énico (Ia), la secuencia podría continuar por hi
droxileción en el carbono 14 (LXXVIII)o transformación al de

rivado con un doble enlace en la posición 14(15) (LXXIX), por

deshidratación de un 14d-hidroxi-intermediario; 1a incorpora

ción de un grupo hidroxilo en la posición 146. ha sido discuti

da al tratar 1a biosíntesie de los cardenólidos en plantas (pá

gina 30) pero el mecanismoaun no está aclarado.

La epoxidaoión de la olefina 14(15) (LXXIX)daría lugar

al intermediario LXXX,que alternativamente podria provenir del

l4B-hidroxi-compuesto LXXVIII. La transformación de LXXVIIIy

LXXIXa los derivados saturados daria lugar a los SB-H-bufadic
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nólidos (baíalina (LKXV),resinobufagina (LXXVII))¡ la adición

de agua al doble cnlnco on posición 5(6) por otra parte daría

lugar a los SB-hidroxi-bufadionólidos (marinobufagina (LKX),

telocinohufagina (LXAVI)).Esta última suposición está apoyada

por el hecho que ha sido demostrada la adición de agua al doble

enlace 5(6) en la biosínteeis de los bufadienólidos en plantas

(103) para dar los BB-hidroxi-derivados según se indicó ante

riormente (página 45).

Una alternativa a este caminoconsiste en que las hi

droxilacionos en el sistema esteroidal ocurran con anterioridad

a la ruptura de la cadenalateral del colesterol (IIa).

Con respecto a los pasos finales para dar los bufadie

nólidos se puede suponer que la hidroxilación en el carbono 21

y la ciolación a 1a Á-lactona ocurre con anterioridad a la for

mación de los dobles enlaces en el anillo lactónico.

Por otra parte es posible una interconversión entre los

bufadionólidos, lo cual está apoyado por el hecho que al inyec

tar marinobufagina (LXX)marcada con tritio a sapos 2322 Egg;

ggg se encontró una pequeña incorporación en la telecinobufagi

na (LXXVI)(111).

La saturación del doble enlace en posición 5(6) de los

intermediarios para dar los SB-H-derivadospodria transcurrir a

través de un 3-ceto-intermediario con un doble enlace en posi



ción 4(5). comose ha demostrado para la biosíntouis de los

cardonólidou on plantas (página 26).

Los estudios biosintéticos en sapos se von dificultades

por el lento metabolismo del animal, y por el hecho que los bu

fadienólidos se encuentran distribuidos en distintas partes del

mismo; asi al suministrar marinobufagina (LXX)marcada con tri

tio a sapos 235; marinug hembra, se encontró que al oabo de 90

días la mayorparte del bufadienólido radiactivo se encontraba

inalterado en los tejidos ováricos y en cantidades menores en

1(lll) mientras que en el veneno ex01 tracto gastrointestina

traido de las glándulas se encontró muypoca marinobufagina ra

diactivu, siendo la telecinobufagina (LXXVI)el producto prin

cipal de conversión aunque ésta no pudo ser correctamante iden

tificada.
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Doscrjncián do 3“1 reacciones realizadas e intornretcción de

los resultado” obtenidos.

Para la sintesis del ácido 3B-hidroxi-ool-5-énico (Ia)

se eligió comoproducto de partida el acetato de pregnenolona

(XXIb) que posee el esqueleto esteroidal requerido y un grupo

cetónico en la posición 20, que permitiría 1a introducción de

una cadena lateral en esa posición por reacciones de tipo nu

cleofilico sobre el carbono carbonilico. Ademásel camino de

sintesis elegido debia ser tal que permitiera colocar un carbo

no radiactivo en la posición 24 del ácido 3B-hidroxi-col-5-éni

co (Ia), con el máximoaprovechamiento de la materia prima mar

cada para lo cual la marcación debia realizarse en los pasos

finales de la sintesis.

Una reacción adecuada para este propósito, seria la

sustitución de un halógeno en la posición 23 por un grupo ciano

proveniente de cianuro de potasio marcado con carbono-14; una

posterior hidrólisis del nitrilo formadoproduciría el ácido

carboxilico buscado.Otra posibilidad sintética seria efectuar

sobre el producto halogenado un reactivo de Grignard y luego

carbonatarlo utilizando dióxido de carbono marcado (Figura 18).

De lo anterior se deduce que el compuesto halogenado, que po

dria ser el cloruro de 3B-aeetoxi-24-noreol-S-enilo (LXXXI),se
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(LXXKI)\\\\\\s //////z (Ia)

Fingra 18. Posibles transformaciones del cloruro de 3B-acetoxi

24-norcol-5-onilo (LXXXI)en el ácido 3B-hidroxi-col

-5-énico (Ia).

se transformarla en el intermediario clavo de la síntesis.

Por lo tanto el proclama se reduciría a una homologa

ción dc dos carbonos sobre la posición 20 del acetato de preg

nenolona (XïIb) con la característica indispensable que la ca

dena lateral agregada debería poseer en su extremo (carbono 23

del sistema esteroidal) un grupo funcional susceptible de ser

transformado en un halogenuro. Convistas a desarrollar ese es

quema, se eligieron dos reacciones de homologación: 1a reacción

de Reformatsky y la reacción de Wittig.

La reacción de Reformatsky con bromoacetato de otilo y

zinc en éter etílico-benceno realizada sobre acetato de pregna
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nolona (XXIb) produjo, luego de acetilar el producto de reac

ción con anhídrido acético en piridina, el éster etílico del á

cido 3B-acetoxi-20-hidroxi-23-norcol-5-énico (LXXXII)(118)que

resultó una mezcla de los diasterómeroe 20Hy 203, siendo este

último el natural.

La ¿resenoia de ambos epimeros pudo ser determinada me

diante espectrometría de resonancia magnética protónica, obser

vando el diferente valor de campodonde resuenan los protones

del carbono 21(119); según se comenta mas adelante (página 90),

en el epímero 203 dichos protones resuenan a á 1,21 mientras

qúe en el caso del 208 este valor es 1,36. En el caso presente

el diasterómero 208 se encuentra en mayor proporción, según

puede diecernirse de 1a integración de las respectivas señales

(Figura 23); no ee intentó separarlos sino que se continuó fra

bajando con la mezcla.

Para eliminar el hidroxilo de la posición 20, se eligió

la secuencia doshidratación-hidrogenación. La reacción del com
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(120)
puesto LXXXIIcon oxicloruro de fósforo en piridina dió

lugar a una mezcla da isómaros según pudo dotorminurso por cro

matografía gas-líquido; de esta mezcla pudo separarse por ra

cristalización de etanol 95%un isómero puro que fue identifi

cado comoel éster etílico del ácido 3B-acetoxi-23-norcola-5,

(:)2o(22)-diénico (LxxxIIIa); la configuración del doble enlace

en posición 20(22) fue doterminada por análisis de su espectro

do resonancia magnética protónica(121) (Figura 24). Por concen

tración do las aguas madres de la recristalización se obtuvo

una mezcla cuya composición se determinó por espectrometría de

resonancia magnética protónica; los componentes de la mezcla

fueron tentativamente identificados comolos ¿stores otilicos

de los ácidos 3B-acetoxi-23-norcola-5,(E)20(22)-diánico

(Lxxxzïla) (25%), 3B-acetoxi-23-norcola-5,(Z)20(22)-d16nico

(LIXXIIIb) (25%), 3B-acotoxi-23-norcola-5,17(20)-diánico

(LKXXIIIO)(35%) y 38-acetoxi-23-norcola-5,20(21)-diónico

(LJXXIIId) (15%), mediante el estudio de las señales provenien

// z/ CO C H

AcO AcO

(IKXXIIIa) (LXXXIIIb)
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tes do los protones de los oarbonos 21 y 22 (Figura 25), lo

cual se discute detalladamente en una sección posterior (página

91). Esta mezcla presentaba tres bandas al ser analizada por

cromatografía gas-liquido y su sapectro de masa era similar al

del isómero LXXXIIIapuro.(páginas 106 y 107). Los porcentajes

obtenidos de cada isómero fueron poco variables en distintos

ensayos realizados en las mismascondiciones experimentales, y

los datos anteriores (que aparecen entre paréntesis) correspon

den a un experimento tipo. Dichos valores fueron calculados a

partir del espectro de resonancia magnética protónica de la

mezcla en base a 1a integración de las señales de los protones

de los carbonos 21 y 22, tomando comounidad la integración de

la señal correspondiente a1 hidrógeno de carbono 6, que se en

cuentra presente en los tres isómeros al mismovalor de campo.

Una mezcla de isómeros de composición similar a la anterior se

obtuvo por tratamiento del ester etílico del ácido 3B-acetoxi

20-hidroxi-23-norcol-5-énico (LZXXII)con tribromuro de fósforo

en éter etílico.
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Para efectuar la reacción de Wittig entre el acetato de

pregnenolona (XXIb)y ol carbetoximetilentrifenilfosforano

(DLXXIV)(122) se necesitaron condiciones sumamentedrásticas

(24 horas a 175° en ausencia de solvente) obteniéndose el éster

etílico del ácido 33-acetoxi-23-norcola-5,(E)20(22)-diénico

(LXXXIIIa) comoúnico producto. En la reacción análoga con el

reactivo do Wadsworthy Emmons(123)(fosfonoacetato de etilo

(LXXXV))cn 1,2-dimctcxietano se recuperó el producto de parti“

da, confirmándoselos resultados de literatura(l24).

Por otro lado se intentó la sintesis del estar etílico

del ácido 33-acetoxi—23-norcola-5,17(20)-diénico (LXXXIIIc).

Para esto so decidió utilizar la reacción de Wittig entre el

(carhetoximetilen)otil-trifenilfosforano (LXXXVI)y la 3B-hi

droxi-androstnS-en-lT-ona(III). Para la sintesis del iluro se

partió de 2-butenoato de etilo (LXXXVII)que fue tratado con á

cido bromhidrico anhidro en solución etárea obteniéndose el 3

bromo-butanoato de etilo (LXXXVIII)el cual se mezcló con una

cantidad equimolecularde trifenilfosfina y se calentó a llO

115°; el bromurode (oarbetoximetilen)etil-trifenilfosfonio

(LXXXIX)obtenido se transformó en el iluro LXXXVIpor trata
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g: ácido brozhídrico anhidro/éter; B: trifenilfosfina; 2: hi

druro de sodio/dimetilsulfóxido; g: 1) 3B-hidroxi-androst-5—sn

l7-ona (III)/tetrahidrofurano-dimetilsulfóxido 2) anhídrido a

cético/piridina.

E3533g_¿2.Esquematentativo de síntesis del áster etílico del

ácido 3B-acetoxi-23-norcola-5,17(20)diénico.

miento con el anión dimetilsulíinilo en dimetilsulfóxido(125),

pero 1a reacción posterior de este iluro con la cetona III no

dió lugar a1 producto esperado LXXXIIIc, sino que se recuperó

la cetona de partida y trifenilfosfina proveniente de 1a des

composición dol iluro (Figura 19). Existen ejemplos en la lite

ratura de productos similares que sufren descomposiciones de
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este tipo comopor ejemplo el (carbotoximetilen)metil-trifenil

1‘03 1‘c_r:_mo(126 ) .

Continuando con nuestro proyectado esquema sintético,

uno de los posibles caminos a seguir consistía en la hidrogena

ción del doble enlace en la posición 20(22) del éster etílico

del ácido 3B-acctoxi-23-norcola-5,(E)20(22)-diénico (LXXXIIIa)

para dar el éstcr etílico del ácido 3B-acetoxi-23-norcol-5-óni

co (V). Se efectuaron varios ensayos de hidrogenaoión en dis

tintas condiciones que se presentan en la Tabla l, pero no se

encontraron las condiciones adecuadas para efectuar una hidro

cenación selectiva, de manera tal que el doble enlace en la po

sición 5(6) no reaccionara. Para variar la reactividad de este

doble enlace, se realizó una desacetilación del producto

LXXXIIIamediante una transesterificación en solución etanólica

(127), obteniéndocon cantidades catalíticas de ácido sulfúrico

se el éster etílico del ácido 3B-hidroxi-23-noroola-5,(E)20(22)

-diénico (XC); la hidrogenación de este compuesto condujo al

producto totalmente hidrogonado, o sea al éster etílico del á

cido 3e-hidroxi-23-nor-suecolánico (XCIb). Estos resultados po

co útiles para lograr el producto requerido condujeron a que se

dejara la eliminación del doble enlace en posición 20(22) para

una etapa posterior donde el sustrato no tuviera dicho enlace

conjugado con un grupo estar.
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TABLA

1

Hidrogenacionescataliticasdelésteretílicodelácido3B-acetoxi-23-norcola-5,(E)20
(22)-diénico(LXXÏIIIa). Exp.Solvente

O
H

ml Nota:todaslashidrogenacionessellevaronaca

dioxano-acético30:1 dioxano-acético30:1 dioxano-acético30:1

o-acético30:1

dioxano-acético4:1dioxan dioxano-acético4:1 dioxano-acético1:1 ácidoacético

r4 o: «1 «r tn ¡o t- a) ex

ácidoacético hidróxidodepotasio enetanol95%

Catalizador

Pd/C10% Platino Platino Ni/RaW-2 Platino Platino Iüatino Platino Platino Ni/RaW-2

Presión
1 1 3 l 1 1 l 1 1 1
atm. aim. atm. atm. atm. atm. atm. atm. atm. atm.

Tiempo 24 72 26 24 17 80 43
5 2

44

hs. hs. hs. hs. hs. hs. hs. hs. hs. hs.

Producto LXXXIIIa LXXXIIIa LXXXIIIa LXXXIIIa

60%LXXXIIIa+40%va'b 60%LXXXIIIa+40%va'? 40%LXXXIIIa+60%va'b

XCIa

80%XCIa+20%va'b

XCIII

composicióndeterminadamedianteelespectroderesonanciamagnéticaprotónicade 1amezcla,enbasealaintegracióndelasseñalesdeloshidrógenosencarbono6 ycarbono22.

b:estasmezclasnopudieronserseparadasensuscomponentes.

boatemperaturaambiente.
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Una transformación posible es la reducción del áster

etílico del ácido 3B-acetoxi-23-norcola-5,(E)20(22)-diénico

(LXXXIIIa)al 3B,23-dihidroxi-24-norcola-5,(E)20(22)-dieno

(XCII)(118), con hidruro de aluminio y litio; Dado que este

producto posee dos grupos hidroxilos (un alcohol secundario en

carbono 3 y un alcohol primario alílico en posición 23) de los

cuales solo uno (el primario) debería reaccionar mientras que

el restante (en carbono 3) no deberia interVenir en reacciones

que modifiquen su funcionalidad, fue necesario estudiar reac

ciones solectivas que cumplieran con el propósito prefijado.
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Se intentó entonces proteger el hidroxilo en la posi

ción 33 mediante 1a formación de un tetrahidroPiranil áter pre

Viamonte a la reducción con hidruro de aluminio y litio; con

este propósito se saponificó el estar etílico del ácido 3B-ace

toxi-Z3-norcola-5,(E)20(22)-d16nic0 (IKXXIIIa) al ácido 3B-hi

droxi-23-norcola-5,(E)20(22)-diánico (XCIII), el cual fue tra

tado con dihidropirano en solución de 1,2-dimetoxietano y can

(128). El te_tidades cataliticas de trifluoruro de boro eterato

trahidropiranil derivado XCIVque se esperaba obtener resultó

sumamenteinestable y no pudo ser aislado. Dado ese resultado

se trató de realizar la reducción del producto "in situ" por a

gregado de nidruro de aluminio y litio a 1a mezcla de reacción.

Procediendo de esa manera y estudiando el avance de la reacción

por cromatografía en capa delgada, fue detectado un producto

que podria tratarse del tetrahidropiranil derivado XCV,pero

que se hidrolizaba parcialmente al dihidroxicompuesto XCII du

rante el proceso de aislamiento. Cuidando las condiciones en lo

que respecta a neutralidad del medio y control de temperatura,

se logró aislar un producto cuyo espectro de resonancia magné

tica protónica presentaba las señales tipicas del grupo tetra

hidropiraniloxi (multipletes a ¿ 3,60 y Á4,72), y al cual se

le asignó tentativamente la estructura XCVIque no pudo ser

confirmada por otros métodos debido a la inestabilidad del pro
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(xcv)

g: dihidropirano-trifluoruro de boro eterato/l,2-dimetoxietano;

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

Eiggag “o. Esquematentativo de sintesis del 3B-tetrahidropira.í.
niloxi-23-hidroxi-24-norcol-5,(E)20(22)-dieno (xcv).

ddcto (Figura 20).

Por otra parte se estudió la posibilidad de reducir el

doble enlace on posición 20(22) del 3B,23-dihidroxi-24-noroola

5,(E)20(22)-dieno (XCII) sin obtener resultados satisfactorios

en 1a preparación del compuesto XCVI.

Teniendo en cuenta estos resultados, el único camino'

con posibilidades de éxito consistía en aprovechar 1a diferente
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reactividad entre el hidroxilo alilico en posición 23 y el hi

droxilo homoalilico en posición 3, en el 35,23-dihidroxi-24

ncrcola-B,(E)20(22)-dieno (XCII). Con este fin se estudiaron

las reacciones de halogenación y oxidación selectivas para a1

coholes alilicos.

En lo que respecta a las reacciones de halogenación, se

intentó la cloración con cloruro de mesilo y cloruro de litio

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

reacción se basa en el hecho que los meeilatos aliliooe son

susceptibles de ser desplazados nucleofilicamente sin reordena

miento por el anión cloruro proveniente de cloruro de litio,

para dar el halogenuro correspondiente, lo cual no ocurre con

los mesilatos homoalílicos que no reaccionan en esas condicio

nes. Sin embargolos ensayos realizados fueron infruotuosos, ya

que no fue posible aislar el cloruro de 3B-mesiloxi-24-norcola

5,(B)20(22)-dionilo (XCVII)que se esperaba obtener.

Otra reacción de halogenación realizada sobre el 33.23
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dihidroxi-24-norcola-5,(E)20(22)-dienc (XCII) fue la bromación

con el complejo N-bromosuccinimida-sulfuro de metilo(l3o) cn

diclorcmctano anhidro; en este caso el producto esperado, o sea

el bromurode 3B-hidrox1-24-ncrcola-5,(E)20(22)-dienilo (XCVIII)

resultó sumamenteinestable, dcsccmponiéndose por exposición a

la luz o al aire o aun por permanecer unas horas en solución.
(131)Esa inestabilidad típica de halcgenuros aliliccs sería la

causa del fracaso encontrado en los intentos de preparar estos

compuestos.

La oxidación selectiva del 3B,23-dihidroxi-24-norccla

5,(E)20(22)-dieno (XCII) con dióxido de manganeso activado<132)

en solución de benceno clorofcrmo 4:1 dió con excelente rendi

miento el 3B-hidrcxi-24-norcola-5,(E)20(22)-dien-23-al (XClXa).

Con este producto se presentaban dos caminos a seguir:

a) reducción, con ecdic en un alcohol, del sistema conjugado
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del aldehido dJB-no saturado al alcohol saturado; b) hidrogena

ción del doble enlace en posición 20(22) en condiciones sufi

cientemente suaves de manera que el doble enlace en 5(6) no

reaccionara. El primer camino implicaba proteger previamente al

hidroxilo en posición 3 con un grupo que resistiera las condi

ciones de la reacción, comopor ejemplo un tetrahidropiranil á

ter. Sin embargoel 3B-tetrahidropiraniloxi-24-norcola-5,(E)2O

(22)-dien-23—al (XCIXb)obtenido por reacción del compuesto

XCIXacon dihidropirano y oxicloruro de fósforo en diclorometa

no(133), se formaba con muybajos rendimientos y resultaba de

difícil purificación por lo que esa ruta se dejó de lado.

Paralelamente se buscaron las condiciones de hidrogena

ción adecuadas para el 3B-aootoxi-24-norcola-5,(E)20(22)-dien

23-al (XCIXc) obtenido por acetilación del compuesto XCIXa, en

contrándose que en medio etanólico a presión atmosférica y tem

peratura ambiente utilizando 10%paladio sobre carbón comoca

talizador, se obtenía en pocos minutos el 3B-acetoxi-24-norcol

5-0n-23-al (C), o sea se producía la hidrogenación selectiva

del doble enlace en la cadena lateral. Este producto se oxidaba

rápidamente en contacto con el aire, por lo que debia ser uti

lizado inmediatamente despues de preparado.

El paso siguiente consistía en la reducción selectiva

del aldehido en la posición 23 al alcohol primario sin alterar



OH
CIIO

Ac A00

(C) (CI)

la agrupación O-acetilo existente en la posición 3B. Esta reac
ción se logró con dos reactivos, el borohidruro de sodio y el

triterbutoxihidruro de aluminioy litio; el primero fue utili

(134) (135), siendo lazado en motanol a 0° y en etanol 95% a 25°

reacción en este último solvente sumamenterápida (50 minutos)

y dando cuantitativamente el 38-acetoxi-24—norcol-5-en-23-ol

(CI); en cambio en metanol a bajas temperaturas, el tiempo de

reacción era de 5 horas y se obtenían además del producto de

seado (CI) subproductos provenientes de la saponificación del

acetato en la posición 3B. El triterbutoxihidruro de aluminio y
(136)litio en tetrahidrofurano también dió lugar al producto

esperado pero con menores rendimientos.

El 3B—acetoxi-24-norool-5-en-23-01 (CI) fue halogenado

con el sistema trifenilfosfina y tetracloruro de carbono<l37);

esta reacción aplicada a alcoholes sencillos da muyaltos ren

dimientos de los cloruros correspondientes, pero para realizar

la reacción sobre el compuestoCI se debieron modificar las

condiciones experimentales, llegándose a obtener el cloruro de
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3Q-acetoxin24-norcol-5-enilo (LXKXI)con rendimientos superio

res al YCÁ.

Llegado a esta etapa, el próximo paso consistía en in

troducir en la molécula la marcación radiactiva mediante una

sustitución del cloro en la posición 23 del compuesto LXXXI,

por un grupo ciano proveniente de cianuro de potasio-140. Para

ese propósito se debia elegir un método que permitiera el máxi

mo aprovechamiento de la sustancia marcada. La cianuración de

halOgenuros primarios sencillos con cianuro de sodio en dime

tilsulfóxido da excelentes rendimientos del nitrilo correspon

diente(38'39) y suele ser sumamenterápida y exotérmica. El he

cho de user'cianuro de potasio (cinco veces menos soluble que

el cianuro de sodio en dimetileulfóxide) no alteró esos rendi

mientos pero exigió un tiempo mayor y calentamiento de la mez

cla de reacción. Asi, el tratamiento del cloruro de 3B-acetoxi

24-norcol-5-enilo (IKXXI)con cianuro de potasio en exceso en

dimetilsulfóxido durante 5 horas a 100° dió lugar al 3B-acetoxi

-col—5-enonitrilo (CII) con un rendimiento superior al 90%res

pecto del cloruro IKXXI.En ensayos posteriores se encontró que

utilizando un 10%de exceso del cloruro, el rendimiento de la

formación 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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El 35-acetoxi-col-B-enonitrilo (CII) fue hidrolizado

%(36) al ácido 3B-hidroxicon hidróxido do sodio en etanol 90

col-5-ánico (Ia).

En la Figura 21 se resume el esquema definitivo seguido

para la síntesis del ácido 3B-hidroxi-col-5-ónico a partir de

acetato de pregnenolona (XXIb).

Datos cconlgggntarios.

Se debe destacar que en 1a hidrógenación del 3B-aoetoxi

-24-norcola-5,(E)20(22)-dion-23-al (XCIXo)a1 35-acetoxi-24

norcol-S-an-23-al (C) se crea un nuevo centro asimétrico en 1a

posición 20, y el producto de hidrogenaoión C es una mezcla de

los_diasterómeros 2ORy 208. Esto puede verificarse a partir de

los espectros de resonancia magnética protónica de los compues

tos C, CI, IXXXI,CII y Ia teniendo en cuenta los valores de

campo donde resuenan 10s protones del metilo 21 según se discu

te mas adelante (página 90).

Por otra parte los diasterómeros 20R y 2OSdel ácido

3B-hidroxi-col-5-énico (Ia-2ORy Ia-2OS) tienen distinto valor
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g: 1) bromoacetato de etilo-zinc/áter-benceno 2) anhídrido acá

tícp/piridina; g: oxicloruro de fósforo/piridina; g: hidruro de

aluminio y litio/éter; g: 1) dióxido de manganeso/benceno-clo

Eorormo2) anhídrido acético/piridina; g: hidrógeno-Pd/C lofi/e

tanol 95%!á: borohidruro de sodio/etanol 95%;g: trifenilfos

fina/totracloruro de carbono; g: cianuro de potasio/dimetilsul

fóxido; ¿z 1) hidróxido de sodio/etanol 90%2) acidificación.

Figgra 21. Esquemade síntesis del ácido 3B-hidroxi-ool-5-énico.
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de Rf en cromatografía en capa delgada en silicagel, eluyendo

con el sistema acetato de etilo-metanol 98:2, pero la elevada

polaridad que posoon hace sumamentedifícil la eluoión de estos

productos do una columna cromatográfica o de una placa prepara

tiva; a pesar de estos inconvenientes pudo aislarse cromatogra

ficamente una pequeña cantidad del diasterómero menos polar de

Ia, al que se le asignó tontativamente la configuración 203 te

niendo on cuenta que el otro diasterómaro tenia idéntico Rf que

el ácido 3B-hidroxi-col-5-ónico comercial, que posee configura

ción 20H.

‘ Por hidrogenación a presión atmosférica y temperatura

ambiente del ácido 3B-hidr0xi-col-5-énico (Ia-2OR y Ia-2OS) en

ácido acético glacial utilizando platino comocatalizador, se

obtuvo la mezcla de epímeroe 20Hy 208 del ácido 3B-hidroxi-5xr

colánico (LXXIVb-2ORy LXXIVb-2OS)que en este caso pudo ser

separada por recristalización fraccionada de acetato de otilo.

La configuración del carbono 20 de estos productos se determinó
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mediante los respectivos espectros de resonancia magnética pro

tónica on base al valor de campodonde resuenan los hidrógenos

de los carbonos 18 y 21 cuando se utiliza comosolvente piridi

na deutsrada según se discute mas adelante (página 85) (Figuras

27-29): en otros solventes no se observaron diferencias en el

desplazamiento quimico de los hidrógenos de carbono 18 de los

epimeros.

Ademásse sintetizó el ácido 3B-acetoxi-col-5-énico (Ib)

por tratamiento del ácido 3B-hidroxi-col-5-6nico (Ia) con anhi

drido acético en piridina. En dicha preparación se obtuvo ade

mas un producto intermediario que fue identificado comoel a

nhídrido mixto CIII, del ácido 3B-acetoxi-col-5-énico y del á

cido acético, el cual fue hidrolizado al ácido Ib con piridina

y agua. La estructura de este intermediario fue determinada en

base a sus espectros infrarrojo, de resonancia magnética protó

nica y de masa que se discuten en una sección posterior.

Por tratamiento del ácido 3B-hidroxi-col-5-énico (Ia)
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o/U\

AcO

(CIII)

con diazomctano en una mezcla de éter etílico y metanol(138),

ee obtuvo el óster metílico correspondiente Ic en forma cuanti

tativa.

Hoaooionns con sustancias marcadas.

Las reacciones de cianuración e hidrólisis fueron repe

tidas para sintetizar el ácido Ia marcadocon carbono-14; el

cloruro de 3B-acetoxi-24-norool-5-enilo (LXXXI)fue tratado con

cianuro de potasio-14C en dimetilsulfóxido en las condiciones

indicadas anteriormente (página 74) obteniéndose el 3B-acetoxi

ool-S-ononitrilo-24-14C (CII-140) que tenía una actividad espe

cifica de 6,88x108 dpm/nmzéste fue hidrolizado en 1a forma ya

indicada (página 75) dando lugar a1 ácido 3B-hidroxi-col-5-éni

co-24-14C(Ia-140) que fue recristalizado hasta actividad cons

tante; este producto tenia una actividad específica de 7,3x108

dpm/mM,y resultó idéntico a la mezcla de epimeroe Ia-20R y Ia

2OSsintetizada anteriormente, al ser comparadapor cromatogra

fía en capa delgada (Figura 22).
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(Ia-140).



-81

Interpretación de las propiedades espectroscópicas de los cem

pyeston sintetixadon.

En la presente sección se hará referencia a las propie

dades espectroscópicas, principalmente a los espectros de reso

nancia magnética protónica y de masa, de los distintos compues

tos sintetizados y a las conclusiones que de ellos pueden ex

tractarse. Para una mejor discusión e interrelación entre los

diferentes compuestos, los valores de desplazamiento quimico

(6) de las señales mas importantes de los espectros de resonan

cia magnética protónica han sido tabulados y se presentan en la

Tabla 2.

Idántico criterio se ha adoptado en el caso de los es

pectros de masa, haciéndose notar que en las tabulacionee de

los mismosfiguran todas las señales asignadas que corresponden

a una relación masa/carga (m/e) superior a 200.

Espectros de reeonanciafigggpética protónica.

' En la Tabla 2 pueden apreciarse las señales caracteris

ticas de los distintos compuestos, correspondientes a los hi

drógenos de los carbonos 3, 6, 18, 19, 21, 22, 23, del grupo

alquilo (metilo o etilo) presente en aquellos productos que se

encuentran comoestores, y del grupo metilo del acetato en po

sición 3 para aquellos productos que se encuentran acetilados

en dicha posición.



TABLA2

i

Valoresdedesplazamientoquímico(8)delasseñalesmasimportantesdelosespectros deresonanciamaenéticaprotónica(R.LI.P.). ProductosH;3HAGH-18H-19H-21H;22H-23H-aH-bH;cFig, Iap2 20H3,835,430,661,051,06---- 2083,835,430,711,050,89..-..-.. 20H4,625,400,691,020,94-- 2os4,625,400,691,020,83--

2,03 2,03

Ic.. 20R3,585,400,701,010,94--3,68—.. 2os3,585,400,701,010,85--3,68- LXZIVb-2OSP3,83-0,680,810,87---__28 LXIIVb-20Rp3,83-0,630,811,05-----29 LXIII.. 20H4,585,420,721,030,983,552,03 2054,585,420,721,030,933,55--2,03



Tabla2continuación. Productos LXIXII 20H 208
LXXXIIIa LXIIIIIb LXXXIIIC LXXXIIId

XC XCIa XCII XCIIIp

H-3 4,58 4,58 4,58 4,58 4,58 4,58 3,50 4,67 4,67 3,58 3,58 3,55 3,83

H-6 5,40 5,40 5,40 5,40 5,40 5,40 5,40 5,40 5,40

HL18 0,68 0,68
o,

0,69 0,58 0,62

H;19 1,03 1,03 1,03 1,03 1,03 1,03 1,03 0,82 0,82

0,98 0,92 0,98 0,92 1,70 2,42

H-22 5,72 5,77 2,93 3,08 5,72 5,53 6,15

H-23 4,23

H-a 4,19 4,19 4,18 4,18 4,15 4,15 4,18 4,13 4,13 4,14 4,14

1,25 1,25 1,25 1,25

H-c 2,01 2,01

Fig.
23 24 25 25 25

-UJ_



Tabla2continuación. ProductoáH_3H-6H-18H-19H-21H-22H-23H-aH;b-H;cF13. XCIxc4,585.420,631,032,225,9710,10—-2,03 C 20H4,585,420,751,030,92-9,77--2,03 CI 20H4,635,400,721,030,97-3,70--2,03 2os4,635,400,721,030,88-3,70--2,03 CII 2034,585,400,721,030,97-2,30--2,03
-2,-C

0111 2034,675,40_0,701,020,97-2,40--2,03 2os4,675,400,701,020,87-2,40--2,03 Elsolventeutilizadoentodosloscasosescloroformo-deuterado,salvocuandoseindi calocontrario(p:piridinadeuterada). H-a:COCT;H-b:COCHCH;H-c:CH

2_22_3(3'02-enposición3B.

-84



En lo que se refiere al hidrógeno en carbono 3, se ob

serva que 1a posición de la señal se desplaza de 6 3,50-3.58 a

6 4,58 al acetilar el grupo hidroxilo ubicado en la posición 3B

(139). En los casos con hidróxilo libre en carbono 3, el des

plazamiento quimico del hidrógeno en ese carbono cambia a 6 3,83

cuando el espectro se realiza en piridina deuterada en vez de

cloroformo deuterado.

La señal correspondiente a1 hidrógeno vinílico del car

bono 6, no es sensible a variaciones en el grupo enstituyente

en carbono 3, ni a las modificaciones realizadas sobre la cade

(139), estando su valor promedio a ¿na lateral del asteroide

5,40 para aquellos compuestos que poseen un doble enlace en 1a

posición 5(6) independientementedel solvente utilizado en la

determinación.

Por el contrario. la señal de los hidrógenos del metilo

18 es muysensible a las modificaciones en la cadena lateral

(;4o), principalmente e la presencia de dobles enlaces y a la

posición de éstos (Figuras 24,25). Ademásen el caso del ácido

3B-hidroxi-col-5-ánioo (Ia) y del ácido 3B-hidroxi-5d-colánico

(LXXIVb),dicha señal presenta un desplazamiento de 0,05 Hz ha

cia campos menores en el epimero 208 reapecto del epímero 20H

cuando se utiliza piridina deuterada comosolvente (Figuras 26

29) pero no al usar cloroformo deuteredo.
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figura 2}. Espectro de R.M.P. del ¿star etílico del ácido 35-a

cotoxi-QO-hidroxi-23-norcol-5-énico (LXXXII).
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cetoxi-23-norcola-5,(E)20(22)-diénioo (mxxnm) .
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Figgra 27. Espectro de R.M.P. del ácido 3B-h1drox1-5d-oolánico

(mezcla 20R-2OS) (LXXIVb).
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Figgra 29. Espectro de R.M.P. del ácido 3B-hidrox1-5d-oolánico

(epímero 2GB) (LXXIVb-ZOR).
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Los valores de resonancia de los hidrógenos del metilo

19, son un reflejo de la hibridación y la configuración del

carbono 5 asi comode los sustituyentes en el anillo A; en a

quellos compuestos con un doble enlace en la posición 5(6), se

observa que el valor promedio del desplazamiento quimico es 6

1,03 para los 3B-hidroxi-compuestos y 1,04 para los 3B-acetoxi

compuestos; para aquellos que poseen un hidrógeno en posición

5d (anillos A y B Igggg), dichos valores son 6 0,83 y á 0,84.

mientras que en los que tienen un hidrógeno en posición 56 (a

(140). En todos los pronillos A y B gig). el valor es á 0,98

ductos sintetizados en este trabajo, en los cuales no existe la

insaturación en la posición 5(6), la configuración es siempre

Sd-H (ani1105 A y B 35325).

Bs sumamenteinteresante el análisis del valor de reso

nancia de los hidrógenos del carbono 21, ya que este es depen

(119). Se observa undiente de la configuración del carbono 20

desplazamiento a campos mayores en el epímero 208 para aquellos

compuestos cuyos sustituyentee en el carbono 20 son además del

metilo 21, un hidrógeno, el carbono 22 y el carbono 17. En el

caso del óster etílico del ácido 3B-acetoxi-20-hidroxi-23-nor

ccl-S-énico (LXXXII)en que el hidrógeno del carbono 20 se ha

reemplazado por un hidroxilo, el desplazamiento a campos mayo

res lo sufre el metilo 21 del epimero 2GB, que posee la misma



distribución espacial relativa de sustituyentes que el epimero

2OSen los casos anteriores (según la regla de nomenclatura a

cambiado de S a R solo porque se ha reemplazado un hidrógeno

por un hidroxilo) (Figura 23).

Por otra parte en aquellos compuestos con un doble en

lace on posición 20(22), el valor de resonancia de los hidróge

nos del metilo 21 permite conocer la estereoquimica del doble

enlace(121) . Comoejemplo, se puede observar que en el caso del

estar etílico del ácido 3B-acetoxi-23-norcola-5,20(22)-diénico

el valor de resonancia para el isómoro E (LXXXIIIa) es 8 2,18 y

para el isómero z (LXXXIIIb) es á 1,91 (Figuras 24,25).

La señal correspondiente a1 hidrógeno (o hidrógenos)

del carbono 22 puede asignarse en aquellos compuestos con un

doble enlace en posición 20(22), 20(21) ó 17(20); esa señal

permite diferenciar los esteros etilicos de los ácidos 35-ace

toxi-23-norcola-5,17(20)-diánico (LxxxIIIo) y 33-acetexi-23

norcola-5,20(21)-diénico (LXXXIIId)ya que los valores de des

plaáamiento quimico son 6 2,93 y á 3,08 respectivamente. Como

se indicó anteriormente, en base a 1a integración relativa de

estas señales respecto de la señal del hidrógeno del carbono 6,

se pudieron determinar las proporciones relativas de estos pro

ductos en 1a mezcla de esteros insaturados obtenida (LXXXIIIa,

b,o,d) (Figura 25).



-92

En los valores de resonancia del hidrógeno (o los hi

drógenos) de carbono 23 en los distintos compuestos de la serie

que lo poseen, se observa a partir del 38-acetoxi-24-norcola-5,

(E)20(22)-dien-23-al (XCIXo)un desplazamiento de la señal ha

cia campos mayores a medida que se avanza en el esquema sinté

tico, por transformación del aldehido «JS-nc saturado XCIXcal

aldehido saturado C, de este a1 alcohol CI y a partir de este

último la secuencia cloruro (LXXXI),nitrilo (CII); en el caso

del ácido 3B-hidroxi-col-5-énico (Ia), la señal de los hidróge

nos de carbono 23 se encuentra encubierta por las señales de o

tros hidrógcncs de la molécula.

Por último, es interesante destacar en el caso de los

ésteres etilicos de los ácidos norcoladiénicos (LXXXIIIa,b,c,d

y XC)y de los ácidos norcolánicos (XCIa,b) la influencia exis

tente sobre los protones del metileno y del metilo del grupo e

tilo. debida a 1a presencia de dobles enlaces en la cadena la

teral y a la posición de éstos.

Se puede observar que en el caso de los esteres con do

bles enlaces en posición 20(22) («.B-no saturado) (LXXXIIIa,b y

XC), las señales correspondientes al grupo etilo se observan a

84,18 y 8 1,28 para el metileno y el metilo respectivamente;

en los esteros con un doble enlace en posición 20(21) (LXXXIIId)

y 17(20) (LXXXIIIc) (B.X-no saturado) estos valores son 8 4,15



+ +

[ ojnk \ 43113002Hl \
cakïm

3 .

+\ °- tns ¿Ü
LAE

CH3 0

Finura O. Posibles mecanismosde eliminación de ácido acético

en 3B-acetoxi-oompuestos.

posición 5(6). Esto no ocurre en el caso del ¿star etílico del

ácido 3B-aoetoxi-23-nor-5décolánico (XCIa) en que dicho doble

enlace ha sido hidrogenado, observándose 1a señal correspon

diente a 1a pérdida de butadieno (m/e 318), aunque el pico base

continúa siendo m/e M-GO(Figura 31).

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

-+ .0+

+

CH CO
ñ

Figgra 31. Rotroreacción de Diels-Aldor (RBA).
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Fiwura 32. Eliminación de agua en 3B-hidroxi-compuestoe.

compuestos que por eliminación de agua dan lugar a los mismos

iones indicados para los 3B-acetoxi-derivados aunque con una a

(141) (Figura 32).bnndancia relativa menor

Unacaracterística de los espectros de masa de esteroi

des con sustituyentes alquílicos en la posición 17, es la eli

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

(142) que la ruptura predominante es la de las uniodeterminado

nes 13-17 y 14-15, perdióndose el anillo D y un hidrógeno de

carbono 18 que migra a1 carbono 17. La eliminación de ácido a

cético (en 3B-acetox1-compuestos) o de agua (en 3B-h1droxi-com
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puestos) seguida de la ruptura mencionada, da orígen a un pico

característico en m/e 213 para toda la serie da compuestos sin

tetizados, con excepción de XCIa y XCIb on quo dicho pico se

observa en m/e 215 debido a que no poseen el doble enlace en la

posición 5(6). Luego de 1a migración del hidrógeno de carbono

18 a carbono 17, puede tener lugar una migración de un hidróge

no de carbono 16 hacia carbono 18, siendo el resultado final 1a

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

gi .

H-18417________) H

:1:
Nh

'*rm

21

+
o.m

N)

w

Figgra 3}. Pérdida de 1a cadena lateral mas 41 ó 42 unidades de

masa.
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Tambiénson observables las señales de los iones produ

cidos por la pérdida de la cadena lateral mas 40 (migración de

un hidrógeno del anillo D a1 resto del ión). 43 ó 44 unidades

de masa (pérdida de dos o tres hidrógenos adicionales). aunque

su abundancia relativa es menor.

Ademáspuede ocurrir una ruptura parcial del anillo D,

perdióndose la cadena lateral mas 27 unidades de masa(l42). El

ión formado en este caso puede perder un metilo contribuyendo

a1 pico correspondiente a la pérdida de la cadena lateral mas

42 unidades de masa. Esta ruptura puede ir acompañadapor la

migración de un hidrógeno de carbono 14 a carbono 18, lo cual

correspondería a 1a pérdida de 1a cadena lateral mas 28 unida

des de masa (Figura 34).

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

masa.



Una ruptura de menor importancia, es la prodUcida entre

103 c:rbcnc¿ 17 y 20, que ocasiona la pérdida de 1a cadena 1a

tcr;1; en los casos on que existen dobles enlaces en dicha ca

dona, esta ruptura puede ir precedida por 1a migración de dos

hidrógenos del sistema de anillos del asteroide hacia la cadena

lateral 143).

Por otra parte se observan las rupturas de los anillos

A y B del sistema poliuuclear típicas de esteroides con un do

blo enlace on posición 5(6) y un hidroxilo o un acetato en po

sición 3B. La pérdida de los anillos A y B mas un hidrógeno a

dicional, por ruptura de las uniones 9-10 y 7-8 daría orígen a

un ión que estaría formado por los anillos C y D junto con la

cadena lateral (m - (ROH+ 09Hl3), donde RDes el grupo susti
tuyente en carbono 3)(l44). Esta ruptura también se da en los

esteroides que no poseen la insaturación en la posición 5(6)

(m - (ROH + c )).9H15

Tambiénpuede ocurrir la ruptura de las uniones 9-10 y

6-7 con pérdida adicional de 1 ó 2 hidrógenoe dando orígen a

los iones de m/e: M - (ROH + CBHII) y m/e: M - (ROH + 08H12)

respactivamente<144).

Ademásson características de 3B-h1droxi-5-en-esteroi

des, las señales observadas a m/e: M - (H20 + CSHG), M - (H20 +
)(144.145)

05H7) y a m/e: m - (n20 + C7H8), m - (H20 + C7H9 ; las
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del primer grupo pueden originarso ya sea por pérdida de una u

nidad formada por los carbonos 2 a 6 ó 3 a 7 y uno o dos hidró

genos adicionales, o de los cuatro primeros carbonos del anillo

A junto con ol metilo 19 con migración de tres o dos hidrógenos

hacia ol fragmento cargado; las del segundo grupo pueden prove

nir de la eliminación da 1a unidad integrada por los oarbonos l

a 7 ó por ruptura de las uniones 9-10 y 5-6, con o sin migrá

\

¿5/11 ó 2a

M - 
(ROH + 09H13) M (ROH + canll)

m - (ROH + CBHIZ)

M - H 0 C 
( 2 + 7H9) M (H20 + CSHG)

M- 
(n20 + c7H8) M (320 + 05H6)

Figura ¡2. Rupturas de los anillos A y B del sistema polinu

clear de 3B-hidroxi y 33-acetoxi-S-en-esteroides.



ción de un hidrógeno hacia el fragmento cargado. Todas estas

rupturas se han esquematizado en 1a Figura 35.

Por último, en todos los casos se produce 1a pérdida de

15 unidades de masa correspondientes a un radical metilo(142).

En lo que se refiere a las rupturas inherentes a los

distintos grupos funcionales presentes, se observa 1a pérdida

del radical otoxilo (45 unidades de masa) y de etanol (46 uni

dades de masa) en los ósteres etílioos (LXXXIIIa,b.e,d, XCIa,b)

(146) (páginas 106-110). Ademásen el caso de los ósteres etí

licos BfX-no saturados LXXXIIIc'y LXXXIIId se puede Suponer que

tenga lugar una pérdida de etoxilo, seguida de una pérdida de

monóxidode carbono que originaria un catión alílico según el

esquema de 1a Figura 36.

Es característico, además,de los ósteres etilicos y

metílicos no saturados, 1a descarboxilación (pérdida de 44 uni

dades de masa) y 1a escisión del carboxilo (pérdida de 45 uni

dades de masa), esta última supone una trasposición de un grupo

alqu110(147).

En el caso del éster metílico Io (página 121). se ob

servan las pérdidas de metoxilo y metanol, análogamente a 10

observado en los ósteres etílioos y la pérdida de monóxidode

(148).carbono

El 3a, 23-dihidrox1-24-norcola-5,( E)20(22)-dieno (XCII)
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Figgra 36. Rupturas de los ésteres B,X-no saturados LXXXIIIcy

LXXXIIId.

(página 112) da origen a picos característicos, comoser 1a

pérdida de dos moléculas de agua (m/e 308) o de un radical hi

droxilo (m/e 327). En cuanto al primero, una de las moléculas

de agua proviene de la eliminación-1,2 del hidroxilo de carbono

3 y un hidrógeno de carbono 2 ó 4 como se indicó anteriormente

.(página 94); la otra molécula de agua puede euponerse que se o

rigina por un reordenamiento de la cadena lateral con pérdida

de un hidrógeno en 3 al grupo hidroxilo (hidrógenos de carbono

17 ó 21)(149) (Figura 37).

La pérdida del radical hidrozilo que rara vez ocurre en
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Fipura 37. Pérdida de agua de 1a cadena lateral de XCII (ejem

plificada con el hidrógeno de carbono 21).

alcoholes primarios, estaría favorecida en este caso por la

presencia del doble enlace que estabilizaria el ión carbonio

formado<150) (Figura 38).

LOSaldehidos XCIXcy C (páginas 114,115) dan los picos

M+ 1 y M- 1 característicos de este tipo de compuestos y en

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

0+:1:

Figura 38. Pérdida del radical hidroxilo de la cadena lateral

de XCII.
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originados por la pérdida de 28 (02114). 43 (CH2=CH-O') y 44

0112:011-0H)unidades de masa<151).

En el espectro de masa del cloruro de 3B-aoetoxi-24

norcol-S-enilo (LXXXI)(página 117) se observan los dobletes

separados por dos unidades de masa en relación 3:1 correspon

dientes a los fragmentos que contienen el átomo de cloro (la

:1(152))’relación natural 35C1/37C1es 3,2 m/e 346/348, 331/333.

238/240 y 225/227. además de la señal originada por 1a pérdida

de una molécula de ácido clorhídrico (m/e 310)(153).

El 3B-acetoxi-col-S-enonitrilo (CII) (página 118), su

fre 1a eliminación de una parte de la cadena lateral con pérdi

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

NN CENÏ EN:

v} N ÍÑ=C=CH2
MN” '

-C3H6-————)/ /
Figyra 32. Pérdida de 28 y 42 unidades de masa en el 3B-aoetoxi

-ccl-5-enon1trilo (CII).
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(154). La pérdidapresenta una racionalización de estas señales

de 42 unidades de masa puede deberse en parte a la eliminación

conjunta de una molécula de ácido cianhidrico y de un radical

metilo (probablemente del metilo 21) análoga a la pérdida de á

cido bromhidrico y un radical metilo observada en algunos bro

muros de alquilo ramificadoe.

Por último es interesante el hecho que el espectro de

masa del anhídrido mixto CIII del ácido 38-acetoxi-col-5-énico

y del ácido acético (página 119) es muysimilar al del ácido

36-acetoxi-col-5-énico (Ib) (página 120). Esto puede racionali

zarse suponiendo una pérdida de cetena del anhídrido CIII que

‘ '++61V
AV/CH2
H .

-CH =C0

\\\\\ 2 \\‘\\
L _

0
4.

+0'/\Lk -CH2=CO H OH °
’E/CHQ -——->- 2 m/e 108(100%

Figura 40. Eliminación de cetena en el anhídrido mixto CIII y

en el acetato de bencilo.
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daria origen a un radical idéntico al ión molecular del ácido

Ib; esta ruptura sería análoga a 1a que tiene lugar en acetatos

de bencilo, fenilo, furfurilo y similaras(155) (Figura 40).
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Espectro de masadel áster etílico del ácido 3B-acetoxi-23-nor

cola-5,(E)20(22)-diánico (LxxxIIIa).

m/e Intensidad Asignación tentativa
relativa (%)

428 0,2 M

413 0,2 M - 033

384 2,3 M - co2

383 7 M - 45 (023350 ó COZH)

369 29 M - 0H3002

368 100 M - CH3002H

353 2o M - (CH3C02H + CH3)

323 4 M - (0H3002H + 45)

322 7 M - (CH3002H + C2H50H)

307 2o M - (CH3C02H a C2H50H + CH3)

279 10 M - (CH3C02H + C2H50H + 28 (co ó 02H4))

253 10' m - (CH3CO2H+ cadena lateral + 2H)

228 16 M - (0H3002H + cadena lateral + 27)

227 10 M - (CH3CO2H+ cadena lateral 3 28)

214 2o M - (CHBCOQH+ cadena lateral + 41)

213 65 M - (0H3002H + cadena lateral + 42)

212 10 M - (CH3002H+ cadena lateral + 43)
211 2o M - (CH3C02H+ cadena lateral + 44)



Espectro de masa de 1a mezcla de los ¿stores etílicos de los á

cidos 33-acetoxi-23-norcola-5,(E)20(22)-diónico (LXXXIIIa), 3B

acotoxi-23-norcola-5,(Z)20(22)-d16nico (LKXXIIIb), 3B-acetoxi

23-norc01a-5,17(20)-diánico (LXXXIIIO)y 3B-acetoxi-23-norcola

5,20(21)-diónico (LXXXIIId).

m/e Intensidad Asignación tentativa
relativa (%)

+
428 1,1 M

413 0,6 M — CH3

384 1,8 M - CO2

383 3,6 M - 45 (C2H50 ó C02H)

382 1,2 M - 02H50H

369 25 M - CH3002

368 100 M - CH3C02H

354 12 M - (cn3co2 + CH3)

353 36 M - (CH3C02H + CH3)

34o 8 M - (CHBCOZH + C2H4)

353 5 M — (CH3C02H + 45)

322 10 M - (0H3002H + 02H50H)

307 32 M - (0H3002H + CQHBOH+ CH3)

295 13 M - (0H3002H f CO2CZH5) en LMXXIIIo,d

281 21 M - (CH3C02H + 0H200202H5) en LKXXIIIo,d

280 45 M - (CH3002H + cozczn5 + CH3) en LXXXIIIc,d

254 13 M - (CHSCOZH+ cadena lateral + H)



continuación.

m/e

253

247

228

227

215

214

213

212

Intensidad
relativa (fi)

46

4

14

10

10

21

79

64

29

Asignación tentativa

E

E:

BE:EE:E

- H
(c 3co H

(0H3002

2

H

- (0H3002H

- (0H3002H

- (CH3002H

-CCH
(H3O

(CH co H
3

H
(C 300

CH CO
( 3

2

2

2

2

H

H

+

+

+

+

+

+

.+

+

+

cadena

C9H13)

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

lateral

lateral
lateral
lateral
lateral
lateral

lataral
lateral

+

+

+

+

+

+

+

+

2H)

27)

28)

4o)

41)

42)

43)

44)

-1oa
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Espectro de masa del éster etílico del ácido 3B-acatox1-23-nor

5d-colánico (XCIa).

m/e Intensidad Asignación tentativa
relativa (fi)

433 6 M + l

432 15 Mf

417 3 M - CH3

387 3 M - cznso

373 25 M - 0H3002

372 100 M - 01500211

357 19 M - (0H3002H f CH3)

318 4 M - (0H3002H + C4H6 ((RDA))

290 16 M- (cadena lateral fi 27)

286 10 M - (CH3002 + CH200232H5)

285 41 M - (cascozn f cnzcozc 2115)
275 11 M- (cadena lateral + 42)

2:30 25 M - (0H3002H + cadena lateral + 27)

217 16 M - (CH3002H+ cadena lateral + 40)

216 31 M - (CH3002H Mcadena lateral + 41)

215 66 M - (cn3cozn + cadena lateral + 42)

201 14 M - (CH3CO2H+ cadena lateral + 41 + CH3)



fi.

-¿LU

Espectro de masadel óster etílico del ácido 3B-hidroxi-23-nor

5d-colánico (XCIb).

m/o

391

39o

388

375

373

372

357

345

327

318

303

285

273

2%4

230

217

Intensidad
relativa (%)

26

79

10

17

10

31

26

10

11

4

20

49

9

20

4

33

31

89

10

23

Asignación tentativa

M + 1

M1

M - 2

M - CH3

M - OH

M - H20

M - (H20

M - C2H50

M - (02H

M - (H20

M- (ch

M - (H20

M - (n20

M - (n20

M - (H20

M 

M

M

+ CH3)

o + H20)

+ C4H6 (RDA))

+ C4H6 + CH3)

+ 0H200202H5)

+ C4H6 + C2H50)

+ 08H12)

+ cadena lateral)

(cadena lateral + 27)

(cadena lateral + 41)

(cadena lateral + 42)

M- (H20 + cadena lateral + 27)

M - (H2O + cadena lateral + 40)
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continuación.

m/e Intensidad Asignación tentativa
relativa (%)

216 31 M - (320 + cadena lateral + 41)

215 100 m - (n20 + cadena lateral + 42)

201 17 M - (n20 + cadena lateral + 41 + CH3)
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Espectro do masadel 36,23-dihidroxi-24-norcola-5,(E)20(22)

dieno (XCII).

m/e

345

344

329

327

2?}

246

245

232

231

23o

229

228

Intensidad
relativa (%)

26

100

10

10

41

10

36

28

13

10

13

10

14

28

19

7o

17

Asignación tentativa

M + 1

Mí

M - CH
3

M - OH

H20

(CH3 + OH)

(CH3

m - (H20 + OH)

m - + n20)

M - 2H 02

(CH3 + 2H20)

(cadena lateral + 2H)

(H20 + cadena lateral)
a l

(H20 + cadena literal + 2K)
- (cadena lateral + 27)“

(cadena lateral + 28)

(cadena lateral + 41)

(cadana lateral + 42)

- (cadena lateral + 43)

- (cadena lateral + 44)

- (H20 + cadena lateral + 27)



continuación.

m/e

227

226

215

214

213

212

211

201

200

Intensidad
relativa (fi)

9

15

13

24

82

17

59

13

10

Asignación

M

M

(H20 +

2

(HZO +

(H 0 +

(H20 +

(H20 +

(HZO +

(H20 +

(2H2O + c

tentativa

cadena lateral

cadenalateral

cadena lateral

cadena lateral

cadenalateral

cadenalateral

cadenalateral

8H11)

(2H20 + C8H12)

+

+ C2H5)

+

+

+

+

+

28)

40)

41)

42)

43)

44)

-113
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Espóctro do masa del 33-acetox1-24-norcola-5,(E)20(22)-dien-23

a1 (11120).

E/o

385

384

383

325

227

2}4

213

212

211

Intensidad
relativa

100

20

12

23

20

(fi)
Asignación tentativa

M + l

M+

M - l

M - CH3C02

M - CH3C02H

m 

M

U

(CHBCOQ a CH3)
ï

(CABCO2

(CH3002H

(cn3c02H

(CH3002H

(CH3c02H

(CH3002H

(Cd3c02H

(Cd3002H

H H
(C 3002

(CH3002H

+

+

+

+

4.

+

+

+

+

H CH
+ 3)

H20)

H2O + CH3)

cadenalateral

cadenalateral

cadena lateral

cadenalateral

cadenalateral

cadenalateral

cadenalateral

+

+

+

+

+

+

+

23)

27)

28)

41)

42)

43)

44)
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Espectro de masa del 39-acetoxi-24-norcol-5-enn23-a1 (C).

m/e

387

386

385

371

344

343

342

326

311

298

283

282

2.55

253

22a

219

218

214

213

205

Intensidad
relativa (fi)

0,2

0.3

0,8

0.9

1.3

0,4

0,4

26

100.

16

14

12

Asignación tentativa

M + 1

M+

M - l

M - cn3

M - CH2=CO

M - CH2=CH-0

M - CH2=CH-0H

M - CH3002

M — 0H3002H

M - (CH3002H + CH3)

M - (CH3CO2H + C2H4)

M - (CHJCOQH + CH2=CH-O)

M - (CHBCOQH + CH2=CH-0H)

M —(0H3002H + cadena lateral)

M - (CHBCOZH+ cadena lateral + 2K)
m 

-(CH3CO2H+ cadena lateral + 27)

M - (0H3002H + cenll)

- (0H3002H + 08H12)

- (CH3CO2H+ cadena lateral + 41)

- (CH3C02H+ cadena lateral + 42)

- (0H3002H 1 C9Hi3)
E!EE!E
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Espectro de masadel 33-acetoxi-24-norcol-5-enn23-ol (CI).

m/e Intensidad Asignación tentativa
relativa (%)

388 0,3 M

37o 0,5 m - 320

329 26 M - CH3CO2

328 100 m - CH3CO2H

314 10 M - (0H3002 f CH3)

313 17 m - (0H3002H + CH3)

255 14 m - (CH3CO2H+ cadena lateral)

228 4 M - (0H3002H + cadena lateral + 27)

221 4- M - (cnscozn + canll)

220 14 M - (CH3002H + canlz)

214 4 M - (0H3002H + cadena 1atoral_+ 41)

213 11 m - (CH3002H+ cadena lateral + 42)

207 14 M - (CH3002H + C9H13)
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Espectro de masa del cloruro de 33-acetoxi-24-norcol-S-onilo

(LXXXI).

m/e Intensidad
relativa (fi)

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

2'14 5

213 13

Asignación tentativa

m(3701) - CH3C02
37

m( 01) - CH3002H

CH3CO2
35

M( 01) - 0H3002H

(CH3CO

M(3501) 

M(37c1) - H + CH3)2

M(35c1) - (CH3CO H + 033)2

m - (CH3C02H + C1H)

M - (0H3002H+ cadena lateral)
37

m( 01) - (CH3C02H + 08H12)
35

M( 01) —(0H3002H + canlz)

M - (CH3CO2
37

M( Cl) - (CH3C02H + C9Hí3)
35

M( c1) - (CH3CO2H + 09Hi3)

2H + cadena lateral + 41)

H + cadena lateral + 27)

M 
(CH3CO

M - (CH3C0H + cadena lateral + 42)2
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Espectro do masa del 3B-acetoxi-c01-5-ononitrilo (CII).

m/o Intonnidad Asignación tentativa
relativa (%)

+397 2,3 M'

369 2,8 M - 02H4

338 32 M - CH3002

337 100 M - cn3cozn

323 10 M - (cnáco2 + CH3)

322 32 M - (033002H + CH3)

309 4 M - (CH3C02H + C2H4)

295 5 M - (0H3002H + 42 (c3116 6 CRH f CH3))

255 16 M - (033c02H + cadena lateral)

230 10 M - (0H3002H + c8H11)

229 37 M - (0H3002H + CBHIZ)

228 1o M - (CH3CO2H+ cadena lateral + 27)

216 42 M - (0H3002H + 09Hi3)

2}5 10 M - (CH3C02H+ cadena lateral + 40)

214 16 M - (CH3002H+ cadena lateral + 41)

213 26 M- (ca3cozn + cadena lateral + 42)
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Espectro de masa del anhídrido mixto del ácido 3B-aoetoxi-ool

5-énioo y del ácido acético (CIII).

m/e

357

356

341

255

249

248

235

214

213

Intensidad
relativa (%)

27

100

16

14

8

18

27

5.

11

Asignacióntentativa

m - (CHBCO + CH2=CO)2

- (CH3CO2H + CH2=CO)

- CH C0 H CH ¿lo CH
( 3 2 + + 3)2

(CH3C02H+ cadena lateral)

- (CH2=CO + CH3C02H + csnll)

m - (CHé=CO + CH3C02H + 08Hi2)

m - (CH2=CO + CH3CO H + 09H13)

Ef.E:Ea

|

2

M - (CH3COQH+ cadena lateral + 41)

m —(0H3002H + cadena lateral + 42)
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Espectro de masa del ácido 3Q-aoetoxi-cól-5-énico (lb).

m/e Intensidad Asignación tentativa
relativa (fi)

357 46 m - cn3co2

356 100 m - CH3c02H

341 26 m - (CH3C02H + 033)

255 17 M - (CH3C02H+ cadena lateral)

249 10 H - (CH3CO2H + C8H11)

248 23 M — (CH3C02H + C8H12)

235 38 M - (CH3CO2H + 09H13)

214 5 M - (033002H + cadena lateral + 41)

213 15 M - (CH3002H+ cadena lateral + 42)
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Espectro de masadel éstor motílico del ácido 3a-hidroxi-col-5

ónico (Io).

m/e Intensidad Asignación tentativa
relativa (%)

389 28 M + 1

388 100 m*

_374 10 n _ 14

373 36 M - CH3

371 23 M - OH

37o 75 M - H20

357 10 M - CH30

356 16 M - CH3OH

355 53 M - (CH3 + HZO)

339 13 M - (CH3O + H20)

329 11 M - C020H3

328 13 M - (CH3OH + co)

394 13 M - (H2O + CSHG)

303 53 m - (H20 + 05H7)

278 19 m - (H20 + C7H8)

277 86 M - (H20 + C7H9)

273 24 M- cadena lateral

263 12 M - (H20 + 08H11)

255 44 M - (H20 + cadena lateral)

249 _24 m - (n20 + 09H13)



continuación.

m/e

246

245

232

231

228

227

215

214

213

Intensidad
relativa (fi)

11

11

9

28

16

13

13

1Q

70

E!

EEE

Asignación tentativa

- (cadena lateral + 27)

- (cadena lateral + 28)

- (cadena lateral + 41)

- (cadena lateral + 42)

- (H20

(H20 + cadena lateral
+ cadena lateral

+ cadena lateral

+ cadena lateral

+ cadena lateral

+ 27)

+ 28)

+ 40)

+ 41)

+ 42)
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Discusión de los resultados obtenidos en la inoculación del

trapador radiactivo a sapos Rufo paracnomie.

Los resultados obtenidos de la inyección del ácido 3B

hidroxi-col-5-ónic0-24-14C (Ia-140) (7,3x108 dpm/mm)se presen

tan-on la 2gplgni, donde los valores de actividad especifica

(dpm/mg)corresponden a una determinación realizada sobre el

producto indicado. Dadas las pequeñas cantidades de material

disponible, solo fue posible una purificación por recristaliza

ción en el caso de la acetilmarinobufagina (CIV).

De los valores de incorporación específica que figuran

en la Eg;l¿"¿, se deduce que el ácido 3B-hidroxi-col-5-énico

24-140 suministrado es un precursor poco eficiente de los bufa

dienólidos de orígen animal. Comoelemento comparativo puede u

tilizarse el dato experimental que el colesterol (IIa) obtenido

T A B L A 3

Días Egfiggg _¿Igggïg CIV CIV LXXV LHKVI
l jgj¿¿ 93339 d557mg Incorporación dpE7mg dpg7mg

dpn/mg dps/mg especifica %

30 15 16 7b 0,000.4,b aaa -

78 27 52 Bb 0,0005b -- -

ao 21 3 5 -783.171) o, 001b -— 28b

118 12 9 3b o, 0002b 67a 38a

g: producto crudo; y: producto recriatalizado una vez.
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(CIV)

del hígado de un animal sacrificado a los 78 dias desde la ino

culación del trazador, poseía una radiactividad que representan

ba una incorporación especifica de 0,0002% y es conocido que el

ácido 3Bmhidroxi-col-5-ónico (Ia) no es precursor del coleste
Orol(lo’).

Estos datos no se contradicen con los obtenidos por

(110), dado que comose indicó anteriormente (PágiChen y Osuch

na 52), los referidos autores determinaron la radiactividad de

los bufadienólidos luego de su aislamiento por cromatografía en

placa preparativa sin realizar una ulterior purificación de los

mismos. Comopuedo observarse en la Tabla 1, la acetilmarinobu

fagina (CIV) proveniente de 1a experiencia de 80 dias tenía una

actividad especifica de 78 dpm/mg(incorporación específica

0,005%)la cual disminuyóconsiderablemente al reoristalizarla

de etanol absoluto (17 dpm/mg,incorporación especifica 0,00l%).

Este resultado indicaría la presencia de un producto no identi

ficado que acompañaa la marinobufagina, que no es separable



por cromatografía pero si por recrietalización del acetil F. lb .4 .v

‘vl.

l

vado CIV, y al cual se le atribuye la radiactividad hallada en

el producto crudo.

Cuando el residuo de extracción del veneno de 118 dice

con cloroformo-metanol 95:5 fue nuevamente extraido con un sol

vente mas polar (cloroformo-metanol 1:1). se obtuvo un sólido

amorfo con una actividad específica tree veces mayor que la del

primer extracto; al ser analizado por cromatografía en capa

delgada (alúmina, solvente de desarrollo diclorometano-metanol

95:5) el segundo extracto resultó una mezcla compleja de pro

ductos con un Rf menor que el de la telocinobufagina (LXXVI).

Dichos productos no pudieron ser identificados.

Por otra parte los datos de actividad específica co

rrespondientes a los bufadienólidos bufalina (LXXV)y telocino

bufagina (LXXVI)no son totalmente confiables debido a que es

tos productos no pudieron ser sometidos a una ulterior purifi

cación por recristalización dada la pequeñacantidad obtenida

de ellos, con excepción de la telocinobufagina proveniente de

la experiencia de 80 dias que fue recrietalizada de acetona ob

teniéndose una actividad específica menorque en la aislada del

veneno de 118 días.

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(ll2).

Por lo tanto, a pesar que el hocho que un trazador rn

diactivo no se incorpore a un dado producto no es una pincha

absoluta de que dicho trazador no sea un precursor del producto

en cuestión, los resultados anteriores indican que es poco pro

bable que el ácido 3B-hidroxi-col-5-ánico (Ia) se encuentro on

el camino biosintético normal de los bufadienólidos de sapos.

Teniendo en cuenta que se ha demostrado que el coleste

rol (IIa) es precursor de los bufadienólidos de orígen animal

(112) y dado que el ácido 3B-hidrox1-col-5-énico no lo es según

oe.ha indicado mas arriba, se puede concluir que la saturación

del doble enlace en la posición 5(6) ocurre con anterioridad a

1a ruptura do la cadena lateral.

Es factible entonces suponer en base a los resultados

obtenidos que la transformación biosintática del colesterol

(IIa) a los bufadienólidos en sapos, ocurre por reducción del

doble enlace en la posición 5(6) del esterol a través de un 3

ceto-4-en-intermediario de 27 carbonos para dar el 3B-hidroxi

SB-H-derivadocorrespondiente, el cual se hidroxilaria poste

riormente en forma análoga a los cardenólidos (páginas 28-41).

Alternativamente, en los casos de SB-hidroxi-bufadienólidos, la

saturación del doble enlace 5(6) podría producirse por hidrata

ción directa del mismo.La ruptura oxidativa de la cadena late



ral del asteroide podria ocurrir después de estas hidroxilacio

nos para dar un dorivado del ácido 38,58-dihidroxi ó 3B-hidroxi

-SB-H-colánico (LXXIIIc). Estas posibilidades se esquematizan

en la Figura 41.

Ademáses probable que las hidroxilacionee adicionales

ocurran con anterioridad a la ruptura de la cadena lateral, es

ta suposición se ve apoyada por el hecho que el ácido 3B-hidro

xi-col-S-énico (Ia) ha demostradoeer precursor de los ácidos

biliares quonodeeoxicólico (XXd),<K-murioólioo (CVa) yfa-muri

cólico (CVb) en ratas(156) estando en el camino principal hacia

éstos, pero es un procuraór deficiente del ácido eólico (XXa)y

dal ácido dosoxicólico (XXb), postulándose que se encuentra en

(157), ya que en estoa últimos el caminoun camino minoritario

principal transcurre por hidroxilación en el sistema polinu

clear del esteroido previamente a la ruptura de 1a cadena late

ral<157’158); en este caso la 12d-hidroxilasa interviniente se

002H

HON\ OH
H

OH

(CVa), 74,03

(CVb). 75-03
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vería inhibida cuando ya ha ocurrido dicha ruptura. Un efecto

similar podría tenor lugar sobre las hidroxilasas intervinien

tes en el proceso biosintético por el cual se forman los bufa

dionólidos, sin embargocomprobarésto requeriría estudios pos

terioroe.
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C A P I T U L O 4

Parte experimental.

General.

Los puntos de fusión fueron determinados con un aparato

Fisher-Johns y no han sido corregidos.

Los poderes rotatorios fueron determinados con un pola

rimetro automático Perkin-Elmer modelo 141; la temperatura y el

solvente se indican en cada caso particular.

Los espectros de absorción en el infrarrojo (I.R.) se

realizaron en dispersión en Nujol excepto en los casos en que

se indica lo contrario, con un espectrofotómetro Perkin-Elmer

modelo 421, o con un espectrofotómetro Perkin-Elmer modelo 137.

Infracord.

Los espectros de absorción en el ultravioleta (U.V.) se

realizaron en solución de etanol 95%en un espectrofotómetro

BeckmanDK-QA,utilizando como fuente una lámpara de hidrógeno.

Los espectros de resonancia magnética protónica (R.M.P.)

se efectuaron a 60 MHzcon un espectrofotómetro Varian A-60; se

utilizó cloroformo deuterado comosolvente excepto en los casos

en que se indica lo contrario; en todas las determinaciones se

utilizó tetrametilsilano (TMS)comoseñal de referencia interna.

Los desplazamientos quimicos se expresan en 5 (p.p.m.) y las

constantes de acoplamiento (J) en herz (Hz); se indican en cada
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caso comos: singulete, dz doblete, 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 espectrómetro de masa Varian-Mat CH-7provisto de introduc

tor directo de muestras.

.Las mediciones de radiactividad se realizaron en un es

pactrómetro de centelleo líquido Backard Tri-Carb 3003. Las

muestras se disolvieron en una mezcla de l m1 de agua y 14 m1

de solución contelladora de dioxano que contenía naftaleno (50

g), 2,5-diÍoniloxazol (3,5 g) y 1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloza

zolil)-benceno (0,150 g) por cada 500 m1.

Las cromatografias gas-liquido (c.g.1.) fueron realiza

das con un cromatógrafo gaseoso Varian Aerograph modelo 204 con

inyección directa, equipado con una columna de vidrio de 2 me

tros (diámetro interno 3 mm)conteniendo comofase fija OV-l7

2%sobre Chromosorb G H-P (80-100) y detector de ionizaoión de

llama.

La cromatografía en capa delgada (c.c.d.) se realizó u

tilizando comofase fija silicagel-G (Merck) u óxido de alumi

nio G (Merck) y como reveladores vapores de iodo o solución de

tricloruro de antimonio en etanol 95%-ácidoclorhídrico concen

trado (1:1) en las cromatografias analíticas y solución de ber

berina 1%en etanol 95%. observando a la luz ultravioleta a 366
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nm, en las oromatografías preparativas. Los sistemas de 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 cromatografía en columna ae realizó utilizando como

adsorhentos silicagel Davison (malla 100-200) o alúmina woglm

neutra (actividad I).

Los mioroanálisis fueron realizados por la Dra. B. B.

de Deferrari (Departamento de Química Orgánica, F.C.E. y N.,

U.B.A.) y por el laboratorio Dr. A. Bernhardt (Alemania Occi

dental).

El cianuro de potasio marcado con carbono-14, fue ad

quirido a "Commissariat A L'Energie Atomique", Francia.

Los solventes fueron evaporados a presión reducida por

debajo de 50°.
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Ester etílico dol ácido 3B-acetoxi-20-hidroxi-23-norcol-5-ánicoa...

(quáYII ) .

Acetato de pregnonolona (XXIb) (30 g), fue disuelto en

una Dazcla do óter anhidro y benceno anhidro 1:1 (30 ml). y la

solución tratada en atmósfera de nitrógeno con zinc activado

(15 3) y Varios cristales de iodo. Se agregó bromoaootato do e

tilo seco y recién destilada (21 m1), primero una porción do 2

m1calentando para iniciar la reacción y luego el resto. lenta

mente, para mantener el reflujo. Finalizado el agregado, se ca

lentó a reflujo una hora mas y se volcó sobre ácido clorhídrico

diluido con hielo. Se disgregó el sólido gomosoformado y se

extrajo dos veces con éter.

La fase orgánica se lavo con solución saturada de bi

carbonato de sodio y con agua, se seoó sobre sulfato de magne

sio y se evaporó el solvonto. El residuo se trató con anhídrido

acético y piridina 1:1 (100 m1) y se dejó 20 horas a temperatu

ra ambiente. Se volcó sobre agua-hielo y se filtro el sólido

formado (37,3 g). |

El producto se reoristalizó de metanol, pr 141-144°
(118)

(lit pf 136-138°); I°435 -54.7° (c 1,00 CHC13).
I.R.: 3400, 1715, 124o, 104o, 815 cm'l;

B;E;B;= 0,87 (s. 3H. Me-IB): 1.03 (e. 3K. Me-19); 1,25 (s, Mo

21 del 20H); 1,28 (t, 3B, J 732, EÏlCH2020-); 1,36 (s, Me-21
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del 203 ; 2,03 (s, 3K, Efico2-); 3,38 (b.a., lH, OH); 4,19 (c,

Enter etílico del ácido 3g:ggetoxi-23-norcola-5,(E)20(22)-dié

nico (Lïfiglglgl.

Eótodo fi. El estar etílico del ácido 3B-aoetoxi-20-hi

droxi-23-norcoln5-ónico (LXXXII)(3o g) se disolvió en piridina

seca (360 ml), se agregó lentamente oxioloruro de fósforo (60

ml) y la mezcla se dejó en reposo durante 22 horas a temperatu

ra ambiente. Sc volcó sobre ácido clorhídrico diluido con hielo

(l lt) y se extrajo tres veces con diclorometano. La fase orgá

nica se lavó con agua, con ácido clorhídrico diluido, con agua,

con solución saturada de bicarbonato de sodio y finalmente con

agua; se seoó sobre cloruro de calcio y se evaporó el solvente.

El residuo se cromatografió en una columna de alumina (l kg),

eluyendo con benceno. Se obtuvieron 17 g de un producto que re

sultó ser una mezcla de cuatro sustancias detectadas mediante

c.g.l..
El producto anterior se recriatalizó dos veces de eta

nol 95%.obteniéndose el éster etílico del ácido 3B-acetoxi-23

norcoia-s.(E)2o(22)-d1án1co (LXXXIIIa)(8,6 g), pf 148-1500
(118)(lit pf 141-144°), homogéneoen c.g.l..

U.V.:)\ 226 nm (E 20000);—-- max
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1.3.: 173o, 1710, 1625. 124o, 1150, 1035, 870 cm'l;

R.r.P.: 0,61 (s, 3H, Mo-IB); 1,03 (s, 3H, Me-19); 1,28 (t. 3B.

J 7Hz, EEJCH2020-); 2,03 (s, 3H, EÏ¿002-); 2,18 (d, 3K, J 1,5

Hz, No-2l): 4,18 (c, 2H, J 7Hz, CH0H202C-); 4,58 (b.a., lH,3

H-3); 5,40 (m, 1H, H-6); 5,72 (m. 1H. H-22);

;¿g¿z m/e 428 (m+), 368 (M-60,.100%)¡ (página 106).

gggggg_g. Una mezcla de acetato de pregnenolona (XXIb)

(200 mg) y carbetoximetilentrifsnilfoefcrano (LXXXIV)(800 mg)

se calentó a 175° en atmósfera de nitrógeno durante 24 horas

con agitación permanente. E1 producto resultante se trató con

éter (20 ml) y se calentó a reflujo, se dejó enfriar y se fil

tró. El filtrado se llevó a sequedad y el residuo se cromato

grafió on una columna de silicagol (20 g). La elución con ben

ceno dió un producto blanco cristalino (56 mg). homogéneoen

o.g.1., que fue recristalizado de etanol 95%,y sus espectros

de I.R. y R.M.P., resultaron idénticos a los del éster etílico

del ácido 3B-acetoxi-23-noroola-5,(E)20(22)-diénioo (LXXXIIIa)

obtenido por ol método A.



‘S

'D

-136

Mezcla de los ¿stores etílicos do los ácidos 3B-acetoxi-23-norú

cola-5L(É)20(??)ndáánico (LXKXIIIa), 3B-ggptoxi-23-ngroola-5L

(z)2o(22)-diónico (LXXXIIIb),33-acotox1-23-norcola-5,17(2o)

diónico (IKKXIIIo[_y_;Q:gootoxi-23-noroola-5,?0(21)-diánico

Método A. Por concentración de las aguas madres de la

recristalización del producto obtenido por el métodoA de lá

preparación anterior, se obtuvieron 3,1 g de producto de pf 79

81°, que presentaba tres bandas a1 ser analizado por 0.3.1..

U.V.:)xmax 226 nm (e 7400);

I.R.: 1730, 1625, 1240, 1150, 1040, 870 cm-l;

g¿g¿g¿: 0,61 (s, ne-18 en LXXXIIIa,b); 0,68 (s, Me-IB en

LX}CXIIIO,(1):1,03 (a. 311, Ide-19); 1.25 y 1.27 (t, J 7Hz.

EÏÁCH202C- en LXXXIIIc.d); 1,28 (t, J 7Hz, EÏJCHEOQÓ-en
LXXXIIIa,b); 1,91 (d, J 1Hz, Me-21 en LXKXIIIb); 2,03 (a, 3H,

EÏ¿002-); 2,20 (a, 3B, J 132, Ee-2l en LXXXIIIa); 2,93 (a, 0,57
H; H-22 en LXXXIIIO); 3.08 (m, 0,33H. H-22 en LXXXIIId); 4,15

(e, J 7Hz, CH3CH2O2C-en LXXXIIIc,d); 4,18 (o, 7Hz, CH3CH2020

en LXXXIIIa,b); 4.58 (b.a., 1H, H-3); 5,05 (m, 0,33H, H2C=Cen

LXXXIIId): 5.40 (m, 1H, H-6): 5,72 (m, 0,25H, H-22 en IEXXIIIa);

5,77 (m, 0,25H, H-22 on LXXXIIIb);

m/e 428 (121+),368 (na-60, 100%); (página 107).

NOTA:Las intograoiones indicadas comofracciones menores que
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lH en el espectro de roeonancia magnética protónica (R.M.P.),

fueron calculadas tomandocomola unidad las integraciones de

las señales correspondientes a H-3 y H-6 comunes a los cuatro

compuestos.

Kátodo B. Una solución del ester etílico del ácido 3B

acetoxi-20-hidroxi-23-norcol-5-énico (LXXXII)(112 mg) en éter

anhidro (5.El), se trató con solución de tribromuro de fósforo

(0,05 m1) en éter anhidro (1,5 m1) y se agitó durante 24 horas

a temperatura ambiente. Se agregó agua (30 m1), se agitó unos

minutos y ee extrajo oon éter. La fase orgánica se lavó con a

gua, se socó sobre sulfato de magnesio y se evaporó el solvente.

El producto resultante tenia sus espectros de resonane

cia magnética protónioa e infrarrojo, idénticos a los del pro

ducto obtenido por el método A.

Bromurode (carbotogimetilen)etil-trifonilfosfonio (LXXXVI).

A una solución de 2-butenoato de etilo (LKXXVII)recién

deatilado y seco (12,5 m1) en éter anhidro (17 m1) se le burbu

Jeó ácido bromhídrico anhidro(163) (0,15 moles), y se agitó a

temperatura ambiente durante 23 horas. Se eliminó el éter a

presión reducida (100 torr) y el residuo se destiló a 13 torr,

recogióndose 1a fracción de punto de ebullición 73° correspon

diente al 3-bromo-butanoato de etilo (LXXXVIII)(7,8 s) (lit
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(164) po(13 torr) 74-76°)¡

g¿g¿ (film): 173o, 1300, 122o, 117o, 104o cm'l.

El producto anterior (7,47 g) se trató con trifenilfon

fina anhidra (10,1 g) y la mezcla se calentó a 100° durante l

hora y a 110-115° durante 30 minutos, obteniéndose un liquido

viscoeo que solidificó al enfriar. El sólido formado se disgro

gó con éter. y se filtro el residuo insoluble que fue recrista

lizado de éter-etanol 95%. Se sacó sobre pentóxido de fósforo a
390° y 10- torr, durante 24 horas, pr 166-169°.

I.R.: 173o, 1220, 1160, 1110, 1030, 995. 755. 725. 695 cm'ls

R.H.P.: 1,27 (t, 3K, J 7Hz, co CHcn ); 1.55 (dd, 3H, J
2 2 3 H-H

CH-f); 2,67 (m, 2B, CH2002-); 4,20 (o, EH, J 7Hz,

7H39

JP_H 18Hz, EE;
| + ‘

cozcnzcn3); 4,67 (b.a., 1H, -gg-P); 7,90 (m, 15H, H aromáticos).

Eater etílico del ácido ¿gggidrox1-237ncrcola-SLLE)20(22)-diá

nico (XC).

‘ Una solución del áster etílico del ácido 3B-acetcxi-23

norcola-5,(B)20(22)—dión1co (LXXXIIIa) (175 mg) en etanol 95%

(12 m1) fue tratada con ácido sulfúrico concentrado (3 gotas) y

se calentó a reflujo durante 46 horas. Se volcó sobre agua, se

refrigeró y el sólido formadose filtro (167 mg).

El producto ee reorietalizó de metanol, pf 132-134°;

I.R.: 3400, 172o, 1625. 1150, 800 cm‘l;
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g¿fi;2¿= 0,61 (s, 3K. Ko-IB): 1.03 (s. 3H, Me-19); 1,28 (t, 3m,

J 7Hz, 321C3202C-); 2,18 (d. 3K, J 1,5Hz, Me-21); 3,50 (b.a., 1
H, H-3); 4.18 (c, 2B, J 7Hz, CH

3EÏÉO2C-); 5.40 (m, 1B, H-6);
5.72 (m, lH, H-22).

Ester etílico del ácido_;ggacetoxi-23-nor-Bd-colánico (XCIa).

El óster etílico del ácido 3B-acetoxi-23-n0rcola-5,(E)

20(22)-diénico (IIXXIIIa) (100 mg) se disolvió en ácido acético

glacial (10 ml), se agregó dióxido de platino (10 mg) y se hi

drogcnó durante 6 horas a présion atmosférica y temfieratura am

bienta. Se filtró el catalizador y el filtrado se llevó a so

quedad.

El producto se racristalizó de etanol 95%, pf 102-1090.

¿¿g¿: 173o, 1720, 124o, 1150, 1035 om'l;

g¿g¿g¿: 0,68 (s, 3B, Mo-lB); 0,82 (s, 3H, Ho—19)z0,92 (a, J 6

Hz, He-2l del 203); 0,98 (d, J 6Hz, Me-21 del 203); 1,25 (t, 3K,

2 2 __;

CHCH?02c-); 4,67 (b.a., 1H, H-3);

J'7Hz, Eïlcn o c-); 2,01 (s, 3K, CH002-); 4,13 (o, 2H, J 7Hz,

E.M.: m/e 432 (M+), 372 (m-oo, 100%); (página 109).

Estor etílico del ácido 3B-hidroxi-23-nor-5d-colágígo (XCIb).
El éster etílico del ácido 3B-hidrox1-23-noroola-5,(E)

20(22)-d1én1co (xc) (106 mg) se disolvió en ácido acético gla
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cial (11 ml), y se le agregó dióxido de platino (11 mg); la

mezcla se hidrogonó a temperatura ambiente y a 3 atmósferas de

presión, durante 24 horas. So Iiltró el catalizador y el fil

trado se llevó a sequedad.

El producto se recristalizó de metanol, pf ICS-112° y

resultó homogéneoal ser analizado por c.g.1..

_1_._13_._:3300, 1725, 1250, 1150, 104o, aoo om'l;

g¿g¿g¿: 0,69 (s, 3H, Me-18)¡ 0,80 (a, 3K, Me-19); 0,92 (d, J 6

Hz, Mo-21 del 208); 0,98 (d, J GHz, Me—21del 203); 1,25 (t, 3

H, J 7Hz, cu CHo 0-); 3.58 (b.a., 1H, H-3): 4.14 (o, 2H, J 7_.;22
Hz, CH 0H2020—);3

E.H.: m/c 390 (m+), 215 (M - (H20 + cadena lateral + 42). 100%);

(página 110).

Acido 3ekhidroxí-23-norcola-5lfiB)20(22)-diónico (XCIII).

Auna solución del óster etílico del ácido 3B-acetoxi

23-norcola-5,(E)20(22)-diénioo (LXXXIIIa) (1 g) en etanol 95%

(28 m1), se le agregó una solución de hidróxido de sodio (2 g)

an agua (2 ml) y se calentó a reflujo durante 3 horas. Se aci

dificó con ácido clorhídrico concentrado (4 m1) y la suspensión

resultante se volcó sobre agua, se refrigeró y se filtró el

precipitado formado (828 mg).

El producto obtenido, se recriatalizó de etanol 95%, Pf
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(159)262-265° (lit pf 262-265°).

U.v.:)\max 221 nm (e 7200):

1.3.: 3300, 3200-2300, 1670, 1620, 1050 cm’1¡

5¿E.P. (piridina-ds): 0,52 (a, 3H, Me-lB); 1,03 (s, 3H, Nc-l9);
2’42 (d, 3K!J Biz! 1113-21); (boa-o, lH, H'B); (mi 1B!

H-G); 6,15 (m, lH, H-22).

36.23-dihiároxi-24-norccla-5.(E)20(22)-dieno (x011).

El ¿star etílico del ácido 36-acetoxi-23-norcola-5,(B)

20(22)-diónico (LXXXIIIa)(8,56 g) se disolvió en éter anhidro

(200 ml), se enfrió a 0° y se le agregó hidruro de aluminio y

litio (8 g). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante

22 horas y el exceso de hidruro de aluminio y litio se destruyó

por agregado de éter húmedoy luego hielo.

La mezcla resultante ee volcó sobre agua, se acidifioó

con ácido sulfúrico diluido y se extrajo con éter: la fase or

gánica se lavó con agua, se eecó sobre sulfato de magnesio y ee

evaporó el solvente, obteniéndose un producto blanco cristalino

(6,3 g).

El producto se recristalizó do acetato de etilo, pr 193
(160)-194° (lit pf l97-198°).

1.3.: 3200, 1650, 1040. 800 cm'ls

R.M.P.: 0,58 (e, 3K, Mo-IB); 1,02 (B, 3H, Me-l9): 1950 (3, 1Ha



OHdesaparece con D20); 1,70 (d, 3H, J le, Men21); 3,55 (b.a.,

en, H-3 y on); 4,23 (d, 2a, J 6,5Hz, H-23); 5,40 (m, lH, H-G);

5.53 (m. lH, H-22)¡

E.F.: m/e 344 (M*, 100%); (página 112).

33-acetoxi-24-norcola-5,(E)20(22)—digp-23-al (XCIXc).

3B,23-dihidroxi-24-norcola-5,(E)20(22)"dieno (XCII)

(4,5 g) se disolvió en una mezcla de benceno y cloroformo 4:1

(700 m1) y se le agregó dióxido de manganeso activado (según

Attenburrow(l32)) (45 g). La suspensión se agitó durante 16 ho

ras a temperatura ambiente y en la oscuridad, se filtró el dió

xido de manganesoy el filtrado se llevó a sequedad obteniéndo

se el 3B-hidroxi-24-norcola-5,(B)20(22)-dien-23-al (XCIXa)(3,7

g);

¿¿g¿: 3300, 1650, 1610, 104o, eoo cm-l.

El producto anterior se trató con anhidrido acético y

piridina 1:1 (40 ml) y se dejó en reposo durante 18 horas a

temperatura ambiente. La solución resultante se volcó sobre a

gua, se extrajo con diclorometano y la fase orgánica se lavó

con agua, con ácido clorhídrico diluido, con agua, con solución

saturada de bicarbonato de sodio y finalmente con agua; se secó

sobre sulfato de magnesio y se eVaporó el solvente.

El residuo (4,02 g) recristalizado de acetona tenia pf



(118,160)140-142o (lit pf 14o-142°).

U.V.: Xmax 250 nm (E 18600);

1.3.: 1730. 1670. 1610. 1250. 104o cm'1;

RollgoPo: (S,3H, (S,3H, (si3H,

5’42 (m9 11'19H'S); (d, ln, J 8Hz! H‘22); 10910 (d, lHy J 8

Hz, H-23);

E.m.: m/o 384 (M+), 324 (M-60, 100%); (página 114).

33-acotoxi«24-norcol-5-en-23-a1 (c).

35-acetoxi-24-norcola-5,(E)20(22)-dien-23-al (XCIXc)

(3,1 g) se disolvió en etanol 95%(300 m1), se agregó páladio

sobre carbón 10%(310 mg) y 1a mezcla se hidrOgonó a presión

atmosférica y temperatura ambiente, durante 3 horas. Se filtró

el catalizador, y el filtrado se llevó a sequedad (3,09 g).

El producto se recriatalizó do isopropanol, pf 123-125°

(lit(133) pf 125-1300); [al]? -55,6° (o 0,63 CHCl3).

;¿g¿: 272o, 1735. 1725, 163o, 1250, 1040, 800 cm'ls

g¿g¿g¿z 0,75 (s, 3H, Me-18): 0,92 (d, J 6Hz, Me-21 del 20H);

1.03 (e. 3M, Me-19)¡ 2.03 (a, 3K. Eflcoz-); 4,58 (b.a., lH, H
3): 5,42 (m, 1B, H-6); 9,77 (dd, 1H, J 1,5Hz, H-23);

E.H.: m/e 386 (M+), 326 (m-so, 100%); (página 115).
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38-acetoxi—24-norn01¿5-en-23-01 (CI).

hótcdo A. A una suspensión de triterbutoxihidruro de a

luminio y litio (1.52 g) en tetrahidrofurano anhidro (24 m1),

enfriada a -78°, se agregó lentamente una solución de 3B-acoto

xi-24-norcol-5-en-23-al (C) (478 mg) en tetrahidrofurano anhi

dro (1,9 ml). La suspensión se agitó durante 2 horas 30 minutos,

a 1a mismatemperatura, bajo atmósfera estática de nitrógeno, y

luego se dejó en reposo a 2° durante 18 horas. Se volcó sobre

una solución de ácido acético (2,6 ml) en agua (72 ml) y se ex

trajo con benceno. La fase orgánica se lavó con aguá, con Bolu

ción saturada de bicarbonato de sodio y nuevamente con agua; se

sacó sobre sulfato de magnesio. El residuo obtenido por evapo

ración del solvente (410 mg) fue cromatografiado en una columna

de silicagel (lO g); por elución con benceno ee obtuvieron 140

mg del producto CI.

El producto se recristalizó de metanol, pf 145-146°
(161)

1.3.: 3350, 173o, 1250, 104o, 800 om'1;

R.M.P.: 0,72 (s, 3H, He-lB); 0,88 (a, J 6Hz, Me-21 del 208);

0.97 (d, J 6Hz, Me-21 del 208); 1,03 (s, 3H, Me-19); 1,57 (s. 1

H, on desaparece con D20); 2,03 (e, 3H, ÏÏ1802-); 3,70 (m, 2H,
H’23); 4’63 (boa-1 lHy H'3)¡ 574o (mi 1K! H'6)¡

E.M.: m/e 388 (m*), 328 (m-so, 100%); (Página 116);
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Eicroqgílinis: Calculado para C , C! 77.273 H3 10,38. 0h“25H40°3

tenido, C: 77,00; H: 10,40.

MótodoB. A una solución de 38-acetoxiu24-norcol-5-en

23-a1 (C) (100 r3) en metanol (6 m1), se agregó borohidruro de

sodio (20 mg), y se agitó durante 5 horas a 0°. Se volcó sobre

agua, se acidificó con ácido clorhídrico diluido y se extrajo

con éter. La fase orgánica se lavó con solución saturada de bi

carbonato de sodio, y con agua y se secó sobre sulfato de mag

nesio. El residuo obtenido por evaporación del solvente se cro

matografió en una columna de silicagel (4 g); por elución con

benceno se obtuvieron 62 mgdel producto CI, que recristalizado

de metanol resultó idéntico a1 obtenido por el método A.

gáïggg_g. A una solución de 3g-acetoxi-24-norcol-5-en

23-a1 (C) (2,2 g) on etanol 95%(150 ml) se le agregó borohi

druro de sodio (300 mg) y se agitó a temperatura ambiente du

rante 50 minutos; se agregó una solución de ácido clorhídrico

concentrado en etanol 95%1:2 hasta que cesó el desprendimiento

de hidrógeno y se obtuvo reacción ácida; se diluyó con agua

(700 m1) y se extrajo con éter. La fase orgánica se lavó con a

gua, con solución saturada de bicarbonato de sodio y nuevamente

con agua, se secó sobre sulfato de magnesio. El residuo obteni

do por evaporación del solvente, se cromatografió en una colum

na seca de silicagel (100 g), eluyendo inicialmente con benceno
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y luego aumentandola polaridad gradualmente hasta diclorometa

no-metanol 98:2 obteniéndose 2,06 g del producto CI, homogéneo

en c.c.d. (silicagel, sistema 3) e idéntico al obtenido por los

métodos anteriores.

Cloruro de_¿fi:gcetoxi-Qá-norcol-S-enilo (LXXXI)

Una solución de 3B-acetcxi-24-norcol-5nen-23-ol (CI)

(600 mg) y trifenilfosfina anhidra (468 mg) en tetracloruro de

carbono seco y recientemente destilada (3,3 ml) se calentó a

reflujo durante 22 horas. Se agregó éter de petróleo (3,3 m1).

se filtró el precipitado formadoy el filtrado se llevó a se

quedad. El residuo se cromatograrió en una oolumna seca de si

licagel (45 g) eluyendo con mezclas de éter de petróleo-benceno

(1:1 a 1:9); se obtuvieron 450 mgde producto blanco cristalino

homogéneoen c.o.d. (silicagel, sistema l), que recristalizado

de metanol tenia pr l28-130°; I°4És -51,1 (c 1,00 CHCIJ).
¿iz 1725, 1250, 104o, 720 om'l;

¿Eg¿3¿: 0,72 (s, 3H, Me-lS): 0,93 (d, J 6Hz, Me-Zl del 208);

0,98 (a, J 6Hz, Me-21 del 203); 1,03 (s, 3H, Me-19); 2,03 (s, 3

H. EÏlCOQ-); 3.55 (m, 2H, Hé23)¡ 4,58 (b.a., 1H, H-3); 5.42 (m,
lH, H-6);

g¿g¿: m/e 346-348 (3:1) (M-so, 100%); (Página 117);

0 Cl, C: 73,77; H3 9,66;M' ' :icroanélieis Calculudo para 025H392



Cl! 8,71. Obtenido, C: 73,79; H: 9,90; Cl: 9,00.

¿gracstoxi-col-S-enonitrilo (CII).

Se mezcló cianuro de potasio anhidro (110 mg) y cloruro

de 3B-acetoxi-24-norool-5-enilo (LXXXII)(204 mg) y se agregó

dimetilsulfóxido anhidro y recientemente destilada (3,75 ml).

La mezcla se agitó durante 5 horas mientras se mantenía a 100°;

se enfrió y se volcó sobre agua extrayéndose con éter. La fase

orgánica se lavó con solución acuosa de cloruro de sodio hasta

neutralidad y se sacó sobre sulfato de magnesio. El residuo ob

tenido por evaporación del solvente se cromatografió en una

placa preparativa de silicagel utilizando el sistema de desa

rrollo l.

Por elución de 1a banda apropiada, se obtuvieron 180 mg

del producto CII, que recristalizado de metanol tenia pr 141

142°; [041235-49,4 (c 1,01 CHCl3).

I_._B_._:224o, 1720, 1250, 104o, 800 cm-J';

B.M.P.: 0,72 (s, 3H, Ide-18): 0,87 (a, J 6112,Lie-21 del 208);

0,97 (a, J 6Hz, Me-21 del 2011); 1,03 (s, 3H, ¡sae-19); 2,03 (s, 3

H, Eco24; 2,30 (m, 2H, 21-23); 4,58 (b.a., lH, 3-3): 5.40 (m,
1H, H-ó);

¿Las m/e 397 (nf). 337 (ra-60, 100%); (Página 118):

Mioroanálisis: Calculado para C26H3902N,C: 78,54; H: 9,89;
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N: 3,52. Obtenido, C: 78,52; H: 9,79; N: 3,70.

Acido 30-hidrox1-col-5-ánico (Ia).

Una solución de 3B-acetoxi-ool-5-enonitrilo (CII) (183

mg) o hidróxido de sodio (610 mg) en etanol 90% (4,5 m1) se ca

lentó a reflujo durante 44 horas. La solución marrón oscura re

sultante se volcó sobre agua, se lavó dos veces con éter para

eliminar productos neutros y se acidificó con ácido clorhídrico

diluido. El sólido formado se extrajo con éter, y 1a fase orgá

nica se lavó con agua hasta neutralidad, se decoloró con carbón

activado y se secó sobre sulfato de sodio. Por evaporación del

solventc se obtuvieron 150 mgde producto, que en o.o.d. (sili

cagel, desarrollando dos veces con el sistema 6) mostraba dOB

manchas en relación aproximada 1:1. de las cuales la de menor

Rf era idéntica a la del ácido 3B-hidroxi-col-5-6nico comercial

(epimero 2OR). E1 producto recristalizado de acetato de etilo

t'enía pJ‘.‘189-1930; Más -34.5°(c 0,93 piridina), y continuaba

mostrando dos manchas en 0.o.d. en relación aproximada 1:1 (el

ácido 3B-hidroxi-col-5-ánico comercial (epímero 203) tenía pf

230-232°; lxlgs -35.6° (c 0,96 p1r1dina)).

l¿g¿: 3300, 3200-2400, 1710, 1680, 1250, 1170, 1060, 1040, 960,

810 cm-l;

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



del 203); 0,89 (d, J GHz, Me-21 del 2os); 1,05 (a, 3H, Me-l9);

1.06 (a, J 6Hz, me-zi del 203); 3,83 (b.a.. 1H, H-3): 5,43 (m.

lH, H-6).

Por cromatografía en placa preparativa de silicagel de

sarrollando dos veces con el sistema 6. se aieló el producto de

mayorRf, que se recrietalizó de ácido acético glaoial, pr 211

212°, homogéneoen o.c.d. (silicagel, desarrollando dos veces

con el sistema 6).

I.R.: 3300, 3200-2500, 1710, 1250, 1060, 815 om’l.

¿Egigrido mixto dq¿:Égido 3B-ggetoxi-col-5cónico_X_áoido acéti

co SCIII).

Se disolvió ácido 3B-hidroxi-ool-5-6nico (mezcla 203

208) (Ia) (100 mg) en piridina seca (2,5 m1), se agregó anhi

drido acético (2,5 ml) y se dejó en reposo durante 20 horas a

temperatura ambiente. Se volcó sobre ácido clorhídrico-agua

1:10 (66 ml) y se extrajo tres veces con diclorometano. La fase

orgánica se lavó con agua hasta neutralidad, se secó sobre sul

fato de magnesio y se evaporó el solvente.

El producto se descomponeparcialmente al analizarlo

mediante c.o.d. y al recristalizarlo; el producto crudo tenia

pr ll7-l23°.

1.3.: 1810, 1750, 1725, 1250. 1045,.810 om'1;



R.H.P.: 0,70 (a, 3H, Me-IB); 0,87 (d, J 6Hz, Ma-21 del 208);

0,97 (a, J (Hz, Me-Ql del 20H): 1,02 (s, 3H. Me-19): 2.03 (s. 3

H, cu co -); 2,22 (a, 3H, CHco —cocuz-); 2,40 (m, 2a,_.l 2 __l 2

CH3C02-COCH2—);4,67 (b.a., lH, H-3); 5.40 (m, 1K, H-6);
3.1.:

m/e 356 (m v (CH3COZH+ CH2=coz, 100%); (página 119).

Acido 3fi-ncetoxi-col-5-ónico (lb).

A una solución del anhídrido mixto del ácido 36-aoetoxi

-col-5—énico y ácido acético (CIII) (80 mg) en piridina (8 ml),

ae la agregó agua (2 ml) y se agitó durante 30 minutos calen

tando a 70°. Se diluyó con agua hasta turbidez, ae volcó sobre

ácido clorhídrico-agua 1:10 (140 m1) y se extrajo dos veces con

diolorometano. La fase orgánica se lavó con agua hasta neutrap'

lidad, se eecó sobre sulfato de magnesio y el solvente ae ava

poró. El producto se reoristalizó dos veces de aoatona, pf 155

(1) apímero 2GBpr 186-1870); resultó homogéneo a1 ser165° (lit

analizado mediante o.c.d. en silicagal en los sistemas de desa

rroilo 3, 6 y 7.

¿¿g¿: 3500-2500, 1725, 1705, 1280, 1250, 104o, 810 om'1¡

g¿g¿g¿: 0,69 (e, 3K, Ma-18); 0,83 (d, J GHz, Me-21 del 203);

0.94 (d, J GHz, Ma-Ql del 203); 1,02-(9, 3H, Me-19); 2,03 (a, 3

H, EÏ1002-); 4,62 (b.a., 1B, H-3); 5,40 (m, 1H, H-G);
g¿g¿: m/o 356 (m-so, 100%); (página 12o).



Estar metílino del ácido jb-hidroxi-col-S-ánico (Io).

Acido JB-hidroxi-ool-B-ónico (mezcla 20R-2OS) (Ia) (45

mg) parcialmente disuelto en una mezcla de éter y metanol 2:1

(3 ml) fue tratado gota a gota con una solución etérea de dia

zomotanohasta color amarillo persistente de 1a mezcla de reac

ción. Finalizado el agregado 1a solución resultante se agitó a

temperatura ambiente durante 30 minutos.

Se destruyó el exceso de diazometano con ácido acético

glaoial y 1a solución se llevó a sequedad. E1 residuo obtenido
(2)se rscristalizó de metanol, pf ISI-154° (lit epimero 20Rpr

144°).

;¿g¿: 3400, 1715, 1210, 1180, 1065, 840 cm'l;

¿g¿&g;; 0,70 (s, 3H, Me-IB); 0,85 (d, J 6Hz, ¿6-21 del 205);

0,94 (d, J 6Hz, m9-21 del 203); 1,01 (s, 3H, Me-ig); 1,20 (e, 1

H, OHdesaparece con D20); 3,68 (a, 3K, -cozfïl); 3,58 (b.a., 1
H, H-3); 5,40 (m, 1H, H-6);

E;M.: m/e 388 (m+, 100%); (página 121).

Acido gg-hidroxi-sx-colánico (LXXIVb).

El ácido 3B-hidroxi-col-5-ánioo (mezcla 202-208) (Ia)

(80 mg) se disolvió en ácido acético glacial (15 m1), se le a

gregó dióxido de platino (8 mg) y la mezcla se hidrogenó a tem

peratura ambiente y presión atmosférica durante 24 horas. Ss
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filtró 01 catalizador y el filtrado se llevó a sequedad.

Por recristalización fraccionada del residuo obtenido,

de acetato de etilo, se obtuvo el ácido 3a-h1droxi-5Jroolánico

(epímcro 2os) (LXXIVb-2OS),pf 239-2410; loqgs +11,40 (c 0,20

etanol 95%).

1.2.: 327o, 3200-2400, 1715, 1225, 1035 cm‘1;

R.R.E¿ (piridina-ds): 0,68 (e, 3H, Me-IB); 0,81 (s, 3H, 33-19);
0,87 (d, 3H, J GHz, Ne-21); 3,83 (b.a., lH, H-3).

De las aguas madres de la recristalización se obtuvo al

ácido 3B-hidroxi-5droolán1co (epímoro 20H) (LKXIVb-2OR),pf 208

s5 +23,5° (c 0,20 etanol 95%); el ácido 3e-hidroxi-5d<<-213°¡

-colfinico (epimoro 20H) obtenido por hidrogonación del ácido

3B-hidrox1-col-5-énico (epimero 20R) comercial en iguales con

dioionea que las indicadas, tenía luego de recristalizarlo de

04:5 +24,40 (c 0,23 etanol 95%)acetato do etilo pf 218-2200;
(162)

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

¿¿5¿: 3250, 3200-2400, 1680, 1270, 1185, 1075, 1030 cmTl;

R.M.P. (piridina-ds): 0,63 (s, 3H, Mo-lB); 0,81 (s, 3H, ïo-19);
1,05 (a, 3m, J GHz, Me-2l); 3,83 (b.a., 1H, H-3).

3B-acetoxi—col-S-enonitrilo-24-14C 5011-140).

Se diluyó cianuro de potasio anhidro marcado con carbo

no-l4 (1,44 mg, 45.mC/mM)con material inactivo (12,9 mg), se



mezcló con cloruro de 33-acetoxi-24-norcol-S-enilo (LXXXI)y se

agregó dimotilsulfóxido anhidro y recientemente destilado (l

ml). La mezcla se agitó durante 5 horas mientras se mantenía a

100°; se enfrió y se volcó sobre agua extrayendose dos veces

con éter. La fase acuosa se saturó con cloruro de sodio y se

extrajo nuevamentecon éter. Las fases orgánicas se Juntaron,

se lavó tros veces con agua y se sacó sobre sulfato de magnesio.

El residuo obtenido por evaporación del solvente se cromatogra

fió en placa preparativa de silicagel utilizando el sistema de

desarrollo l. Por eluoión de la banda apropiada, se obtuvieron
1478 mgdel producto CII- C que tenía una actividad especifica

de 6,8821108 dpm/mm.

Acido 3g-hidroxi-col-B-énioo-24-14C (Ia-140).

Unasolución de 33-acetoxi-col-5-enonitrilo-24-l4c

(CII-14C) (76 mg) e hidróxido de sodio (310 mg) en etanol 90%

(2,2 ml) se calentó a reflujo durante 46 horas. La solución re

sultante se volcó sobre agua (150 ml). se lavó dos veces con é

ter y se acidificó con ácido clorhídrico diluido. El sólido

formado se extrajo dos veces con éter, la fase orgánica se lavó

con agua hasta neutralidad, se decoloró con carbón activado y

se sacó sobre sulfato de sodio. Por evaporación del solvente se

obtuvieron 69 mgde producto que en c.c.d. (silicagel, desarro



llando dos Voces con el sistema 6) resultó idéntico a1 ácido

3B-hidroxi-col-5-ónico (mezcla 2OR-208)(Ia). El producto se

rocristalizó de acetato de etilo hasta actividad específica

constante de 7,3x108 dpm/mM;pf 182-1850.
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Inoculación de sapos Bufo paragnemis con el trazador radiactivo

Xiextrfinníón de los venenos.

A seis ejemplares Bufo paracnemis (oriundos de la Pro

vincia de Tuoumán)les fue extraído el veneno de las glándulas

parótidas y tibiales por simple presión de éstae(165) , y al dia

siguiente fueron inoculados con ácido 3B-hidroxi-col-5-ónico-24

-14C (Ia-140) (24 mg, 7,3x108 dpm/mm)(4 mg por animal) emul

sionado en agua destilada (5.5 ml) que contenía TWeen80 (0,5

m1).

Las inyecciones se realizaron en la región dorsal donde

(105). Losse supuso se hallaba el corazón linfático del animal

animales se mantuvieron en un recipiente comúncon circulación

de agua y fueron alimentados periódicamente con carne vacuna

cruda. En el transcurso del experimento murieron por razones

desconocidas tres ejemplares.

A1 cabo de 30 dias se separó un animal y se le extrajo

el veneno de sus glándulas parótidas y tibiales por el procedi

miento indioado. La operación se repitió con el mismoanimal 48

dias mas tarde (78 días desde la inyección del trazador radiac

tivo), luego de lo cual fue sacrificado, extrayándosele el hí

gado con la vesícula biliar.

A los otros dos ejemplares se les extrajo el veneno a

los 80 y 118 dias respectivamente.



Aislamiento de colesterol (IIa) del hígado y vesícula biliar.

El hígado Junto con la vesícula biliar del sapo sacri

ficado a los 78 dias, fue disgregado con metanol (200 m1), se

le agregó hidróxido de potasio (3 g) y se calentó a reflujo du

rante 40 minutos; se filtró y la solución obtenida se extrajo

tres veces con éter de petróleo (pe 60-800). La fase orgánica

se lavó con agua y se secó sobre sulfato de magnesio. El resi

duo obtenido por eliminación del solvente, se cromatografió en

columna de alümina eluyendo con benceno. El producto obtenido

(230 mg, actividad especifica 3 dpm/mg;incorporacion especifi

ca 0,0002fi) era homogéneoen 0.o.d. (alumina, desarrollando con

el sistema 3) e idéntico a una muestra autentica de colesterol.

Fraccionamiento del veneno. Aislggiento de los hufadienólidos.

(Procedimiento general).

El veneno seco se molió con arena y se extrajo en un

Soxhlet con una mezcla de oloroformo y metanol 95:5 durante 12

horas. El residuo obtenido por evaporación del solvente, se pu

rificó por sucesivas cromatografias en placa preparativa (alú

mina, desarrollando con el sistema 3), aislándose los bufadio

nólidos bufalina (LXXV),marinobufagina (LIX) y telocinobufagi

na (LXXVI)por elución de las bandas apropiadas.

La marinobufagina obtenida fue tratada con exceso de
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anhidrido acético y piridina 1:1, a temperatura ambiente durante

18 horas; se volcó sobre ácido clorhídrico diluido y se extrajo

con cloroformo. La fase orgánica se lavó con agua hasta neutra

lidad y se secó sobre sulfato de magnesio. El residuo obtenido

por eliminación del solvente. fue recristalizado de etanol ab

soluto y resultó idéntico a una muestra auténtica de acetilma

rinobufagina (CIV) al ser comparadopor c.c.d. (alúmina, desa

rrollando con el sistema 3).

Los otros bufadienólidos aislados (bufalina (LXXV)y

telocinobufagina (LXXVI))no pudieron ser purificados debido a

la pequeña cantidad obtenida, pero eran homogéneospor c.c.d.

(alúmina, desarrollando con el sistema 3) y resultaron idénti

cos a las muestras auténticas.
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Resumen.

El presente trabajo tuvo por objeto la sintesis del á

cido 3B-hidroxi-col-5-6nico-24-14C, y 1a aplicación del mismo

a1 estudio de la bioeíntesie de los bufadienólidoe en sapos.

En el mismo se describen:

g. Los métodos de sintesis previamente utilizados para la ob

tención del ácido 3B-hidroxi-co1-5-ánico y los métodos gene

rales para marcación de ácidos biliares en el carbono 24.

b. Los estudios realizados en el campode la biosíntesis de los

oardenólidos, y de los bufadienólidoe de origen vegetal y a

nimal, con los respectivos esquemasbiosintéticos posibles.

g. Las reacciones realizadas en esta tesis para la sintesis del

ácido 3B-hidroxi-col-5-énioo a partir de acetato de pregna

nolona. El procedimiento elegido permitiría marcar los áto

mos de carbono 22, 23 y 24 de la cadena lateral del ácido,

ya que se realizó mediante 1a homologación en dos átomos de

carbono a partir del carbono 20 (carbono carbonilico) del a\

cetato de pregnenolona, utilizando la reacción de Reformatsky

entre el intermediario tipo pregnanoy bromoacetato de etilo.

La elección de acetato marcado en carbono 1 ó carbono 2 per

mitiria marcar selectivamente el carbono 23 ó el carbono 22

respectivamente. El producto homologado(el éeter de un áci

do tipo norcolánico) fue deshidratado obteniéndose una mez
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cla de ósteres insaturados, cuya composición se determinó

por métodos espectroscópicos. De dicha mezcla se aisló el

óster etílico del ácido 3B-acetoxi-23-norcola-5,(B)20(22)

diénico, el cual fue reducido al dihidroxi-intermediario; 1a

oxidación y posterior hidrogenación selectivas del mismo

condujeron al 3B-acetoxi-24-norcol-5-en-23-al que fue redu

cido al 23-hidroxi-compuesto correspondiente. Sobre este'

producto se aplicó la secuencia halogenación, cianuración e

hidrólisis, obteniéndose el ácido 36-hidroxi-ool-5-ónico. La

cianuración con cianuro de potasio marcado con carbono-14

dió lugar luego de la hidrólisis a dicho ácido con la marca

ción radiactiva en la posición 24 (carbono carboxilico).

Las propiedades espectroscópicas (espectros de resonancia

magnética protónica y masa) de los compuestos sintetizados y

su interpretación, que permitieron confirmar las estructuras

de los mismos, dándose un énfasis especial a la utilización

de los espectros de resonancia magnética protónica para de

terminar la configuración del carbono 20 de aquellas sustan

cias obtenidas cemo mezclas de los epimeros 20H y 208.

Los resultados obtenidos en la inoculación del ácido 3fi-hi

droxi-col-B-énico-24-14C a sapos Bufo Earacnemis. Habiéndose

determinado que dicho ácido es,un precursor poco eficiente

de los buradienólidos en sapos, se postula un posible esque



‘UVÑ

ma biosintótico de los mismos. a través do derivados del á

cido colánico donde 1a saturación del doble enlace en posi

ción 5(6) ocurriría con anterioridad a 1a ruptura oxidativa

de la cadena lateral, ya sea por adición de agua para dar un

SB-hidroxi-derivado o por reducción al SB-H-compuestoa tra

vás de un 3-ceto-4-en-intermed1ario.
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