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GENERALIDADES

Los withanólidos son un grupo de esteroides naturales cons_

truidos sobre un esqueleto de tipo ergostano. Se caracterizan por

poseer una cadena lateral de nueve átomos de carbono, con una lac_

tona de seis miembros formada por los carbonos 22 a 26; esta es_

tructura básica, representada en la figura 1, se denomina"esque_
leto withanólido".1

Deben su nombre a la planta Withania somnífera donde fueron

descubiertos los primeros constituyentes de este grupo.2’3Han sí_

do hallados además en otras plantas del género Withania, y tam­

bién en plantas de los géneros Acnistus (Dunalia), Jaborosa, Ni­

candra; PhysaZiS, Datura, LyCium,etc, todas ellas pertenecientes

a la familia de las Solanáceas encontrándose principalmente en

las hojas de los vegetales mencionados.

Existen otros compuestos tales como22,26-6-lactoles, 23,26

y 28,26-Y-1actonas, fisalinas, acnistinas y con anillo D de seis

miembrosaromatizado,4'6todos ellos biogenéticamente relacionados
28

27

Figura 1: Esqueleto withanólido.
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a los withanólidos (Figura 2 ). Por conveniencia se agrupa tam­

bién a estos compuestos bajo el nombre genérico de withanólidos,

siendo las características comunesde los mismosun esqueleto bá­

sico, modificado o no, del tipo ergostano y distintos grados de

oxidación en los carbonos 1, 22 y 26.

Las fisalinas fueron aisladas de varias especies de Physalis

los rasgos estructurales comunesde estos compuestos son la rup­

tura oxidativa del enlace entre los carbonos 13 y 14 y el cierre

de un nuevo anillo de seis miembros por formación de un nuevo en_

lace entre los carbonos 16 y 24. Se designan comowithafisalinas,

compuestos que representan estados intermedios en el proceso bio­

.sintético de withanólidos a fisalinas, por ejemplowithafisalina

C í.

Los compuestos del tipo Nic 1 (nicandrenona) g, son los pri_

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

Las acnistinas presentan un tipo distinto de cadena lateral,

en 1a cual aparece un Ciclopentano por unión de los carbonos 21

y 24, por ejemplo acnistina A 1.

Los withanólidos con esqueleto esteroidal no modificado se puc_

den subdividir de acuerdo a las siguientes características estruc_
turales:

a) compuestos no sustituidos en carbono 20.4’5’7']0

b) compuestos que poseen un grupo hidroxilo en carbono 20

(20‘)_4,5,11-15
4 5,9c compuestos con la cadena lateral orientada 17a. ’V



ÓH 'CÏ 0
OH .
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Figura 2: Estructuras de algunos compuestos biogenéticamente
relacionados a los withanólidos.
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Estas subdivisiones son importantes desde el punto de vista

biogenético, pues con muypocas excepciones, las plantas que sin­

tetizan 20-H-withanólidos no producen ZO-hidroxi compuestos y vi_
ceversa.4

Los 17°-alquil withanólidos son el único grupo de esteroides

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

Los compuestos presentes en estos subgrupos se diferencian por

la posición y número de grupos hidroxilo, átomos de cloro y pre­

sencia o ausencia de dobles enlaces y/o anillosepóxido. En la fi­

gura 3 se presentan ejemplos de estructuras de withanólidos que

contienen este tipo de variaciones.

González y colaboradores lograron aislar de Withania aristata

Pauq. , un glicósido mezclado con el B-D-glucósido del sitosterol,

que por hidrólisis ácida y separación cromatográfica permitió ais­

lar al 1°,14a-dihidroxi—22R-witha-S,24-dienólido ¿2.1651n embar­

go no se llegó a detectar en este trabajo el resto del azúcar, ni

se informaron las constantes físicoquímicas del glicósído.
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Figura 3: Estructura de algunos withanólidos con esqueleto este­
roídal no modificado.
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Figura 3: continuación
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El primer glicósido totalmente caracterizado perteneciente

al grupo de los withanólidos, fue aislado de las fracciones poia­
resdel extracto etéreo de hojas de Physalis peruvianaJ7El mismo

se identificó como3—0(B-D-glucopiranósido) fisalolactona B El.

Recientemente se aislaron dos nuevos glicósidos de Dunalia

australis , también caracterizada comoAcnistus australis

llamados dunawithaninas A y B.18Las estructuras de los nuevos com­

puestos se determinaron a partir de datos físicos y transformacio­

nes químicas como (20R,22R)-3-O(2',31di-O-( flD-glucopiranosil)-B­

D-glucopiranosi1)-3B,20-dihidroxi-1a-acetoxí-witha-S,24-dienóli­

do gg y el correSpondiente 3-0(B-D-gluc0piranosí1 (1'_ax)- 5­

D-g1ucopiranosi1) compuesto 3;.



Io
Io



-PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LOS WITHANOLIDOS

Durante muchosaños se atribuyeron diversas propiedades te_

rapéuticas a las plantas de Withania somnífera. Algunas tribus

sudafricanas usaron sus raíces y hojas con distintos propósitos

medicinales, atrayendo la atención de los pobladores europeos

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

sipela. En la India usaron esta planta por sus propiedades seda­

tivas, hipnóticas y antisépticas;4sin embargola mayoría de los

estudios realizados a comienzos de este siglo no confirmaron las

propiedades mencionadas.19

A1 aislarse los primeros withanólidos en forma pura y cris­

talina, se realizó un mejor estudio de los mismos, encontrándose

que 1a withaferina A g no sólo presentaba propiedades antican­
20'Zssino también una notable aCtividad bacteriostáti_

31,32
cerígenas

- n z -/ ­
ca - , eJerc1endo ademas acc1on inmunosupresora.

También se encontró que 1a withaferina A y el withanólido D

2 inhibían 1a formación de ácido ribonucleico (ARN)en el sarco­

ma 180 de células cancerosas a una concentración de 40ng/ml.33

Por otra parte la withaferina A inhibe la síntesis de proteínas34

y el desarrollo de hongossse inversamente, nucleófilos biológi­

cos y algunos microorganismos actúan sobre ella.36’37

La actividad anticancerígena de 1a withaferina A se ha eva­

luado en forma más extensa investigando su acción contra el sar­

coma 180, el sarcoma negro, el carcinoma ascítico de Erlich y el
38adenocarcinoma mamario E0771 en ratas.

Se estudió también la actividad de varios withanólidos fren­
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te a las larvas de Spodoptera Zittoralis entre ellos withanó­

lido E 12, 4B-hidroxiwithanólidolígí (principales componentesde

39Algunos de estos com­PhysaZis peruviana) , Y Withanólïdo S
puestos inhiben la alimentación de las larvas, siendo crítica

la sustitución en los carbonos 4, 5 y 6 en la actividad desarro­

llada. E1 withanólido E es el que presenta mayor actividad; la

adición de un grupo hidroxilo en posición 4B reduce esta acti­

vidad en un factor de 10, mientras que 1a hidrólisis del S,6-epó—

xido a 5,6-diol, sistema presente en withanólido S, conduce a
una inactivación total.

Recientemente se comprobó1a actividad antünflamatoria

del SB-hidroxi-Z,3-dihidro-withanólido F gg, el cual fue aislado

de frutos de Withania coagulans.40En dosis de 10 mgr/kgr este

compuesto actúa sobre los edemas y granulomas, en condiciones sub­

agudas, causadas por formaldehído inyectado en ratas. Se determi­

nó que su actividad en peso, es 5 veces mayor que 1a de fenilbu_

¿í 4B-hidroxi -SB,68-epoxi
( 4B,hidroxiwithanólido E)

N U‘l 5a,68-dihidroxi
(withanólido S)
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tazona y aproximadamente igual a la de la hidrocortisona. Por

otra parte se comprobóque este withanólido no afecta el siste­
manervioso central.



WITHANOLIDOS EN LA QUIMIOTAXONOMIA

Mediante estudios realizados en la planta Withania somní­

fera, se comprobó que la mismaexiste comodistintas poblaciones

morfológicamente indistinguibles unas de otras, que difieren quí.

micamente de acuerdo al tipo de withanólidos que contienen.

Tales poblaciones de plantas se designaron comoquimiotipos,

identificándose en Israel tres quimiotipos distintos (I-III).
El principal constituyente del quimiotipo 141fue withaferina

A g, la cual estaba acompañadapor pequeñas cantidades de otros

withanólidos.A pesar de la característica general de Withania

somnífera de introducir grupos hidroxilo en el esqueleto esteroi­

dal, no se encontró en el quimiotipo I ningún compuesto con un

sustituyente hidroxilo en carbono 20, siendo los principales com­

ponentes 4B-hidroxi-S,ó-epoxi withanólidos.
41E1El quimiotipo II contenía sólo ZO-hidroxi withanólídos.

principal withanólido constituyente resultó ser el withanólido D

g, el cual se encontraba acompañadode otros withanólidos con

grupos hidroxilo adicionales.

El quimiotipo IIIthambién contenía sólo 20-hidroxi withanó­

lidos, los cuales podían dividirse en dos grupos: a) con cadena

lateral orientada en B; b) con cadena lateral orientada en °.Nin.

guno de los withanólidos aislados en este quimiotipo poseían hi­

droxilo en carbono 4. Con excepción del withanólido E lg, el cual

poseía el sistema 53,66-epoxi, todos los componentes del grupo

tenían un doble enlace en esta posición.

Se supuso que la formación de los distintos componentes en
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plantas pertenecientes a un mismogénero tenía carácter genético

lo cual se confirmó realizando cruzas recíprocas por polinización

entre distintos quimiotipos de Withania somníferaqLa cruza de los

quimiotipos I yIII produjo a1 withanólido D g, comoproducto pre­

dominante, el cual no se detectó en los quimiotipos padres, mien­

tras que withaferína A g, el principal componentedel quimiotipo

I, se encontraba ausente y el withanólido E lg permanecía presen­

te en 1a descendencia comouna herencia del tipo padre III.

Comoobservación general se puede decir que las plantas que

producen ZO-hidroxi withanólidos no producen 20-desoxi withanó­

lidos, siendo una excepción la presencia conjunta de withaferina

A y withanólido D en el tipo africano de Withahniasomnífera4y de

17-desoxi-ZO-hidroxiwithanona El junto con 17-desoxiwithanona gg

en Lycium chinese .43

Los resultados obtenidos por cruías de distintos quimiotipos

señalan la posibilidad de lograr un control genético, pudiendo

acumular withanólidos no encontrados en poblaciones naturales, o
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transformar componentes menores en mayoritarios. No se ha ana­

lizado hasta el momentola presencia de distintos quimiotipos en

plantas de otros géneros que contienen withanólidos.

CONCLUSIONES BIOSINTETICAS OBTENIDAS A PARTIR DE PRODUCTOS AIS­

LADOS DE WITHANIA SOMNIFERA.

Lavíe y colaboradores4propusieron un camino biosíntético hi­

potético a partir del análisis cuali y cuantitativo de los witha­

nólidos obtenidos a partir de cruzas por polinización entre dis­

tintas eSpecies de Withania somnífera. El mismoconduce a la sus­

titución de los anillos A y B a partir de un fitoesterol precur­

sor, como se indica en la figura 4.

El primer paso sería presumiblemente la hidroxilación en car­

bono 1, 1a cual tendria lugar por el lado menos impedido de la mo­

lécula. El intermediario S-en-1G,SB-diol (I), se oxidaría selec_

tivamente a la correspondiente cetona II la cual daría el siste­

ma 2,S-dien-1-ona (III) (encontrado en varios withanólidos) por

una(&eliminación. Todos los compuestos que poseen la estructura

III son bastante inestables y deben ser reducidos a 2,3-dihidro

derivados para prevenir la oxidación. Es notable que el sistema
1-ona saturado ha sido encontrado raramente en esta serie en la

naturaleza.

El caminobiosintético se ramificaria en este punto hacia va­

rias direcciones: a) hidroxilación en carbono 4

b) epoxidación de carbonos 5 y 6

c) hidroxilación de carbonos 5 y 7
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XIIIOH VI III OH IV 0H v

o l l0

Il ¡ Iw H
‘oH OH H

VII_I_'_

0 0

IX X óH “iol

Figura 4: Caminobiosíntético propuesto por Lavie y colaboradores

para la funcionalización de los anillos A y B.4
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La hidroxilación en carbono 4 conduciría a la estructura 2,5­

dien-4B-ol (IV) la cual se epoxidaría rápidamente dando V. Mien­

tras que la estructura IV se encuentra sólo en componentes mino­

ritarios, V se presenta en alrededor de 16 compuestos, entre ellos

withaferina A g y withanólido D 2.

La epoxidación de los carbonos 5 y 6 daría lugar al sistema

VI, encontrado por ejemplo en jaborosalactona A ll. Por poste­

rior apertura hidrolítica del epóxido se obtendría el sistema XIII

presente en jaborosalactona D gg. Las estructuras VIII y IX son

raras dentro de la serie de los withanólidos. La epoxidación es­

tereoespecífica de IX daría el sistema S-hidroxi-6,7—epoxi (X),

encontrado en withanólidos de withania somnífera del tipo hindú

y de Nicandra physaloides. i

El resto de las estructuras de la figura 4 representan pro­

bables intermediarios que darían lugar a la formación de compo­

nentes minoritarios postulados comoprecursores.
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Por otra parte Vande Velde y Lavie44 aislaron tres compues­

tos de Withania coagulans, Dunal.identificados como B-sitoste­

rol, 3B-hidroxi-Z,3-dihidrowithanólidoI=¿Q;y ergosta-S,25-dien—
38,24E-diol ¿Q y consideraron a los dos últimos comoposibles pre­

cursores de los withanólidos.En base a esta suposición y consi­

derando al 24-meti1encolesterol comoprecursor de withanólidos,

propusieron un camino biosintético que daría lugar a la forma­

ción de la cadena lateral de estos compuestos (Figura 5). I re­

presenta al 24-meti1encolester01; el fitosterol aislado II 11e_

varía a III por hidroxilación en carbono 22, una reacción bien co­

nocida en la biosíntesis de esteroides en la naturaleza. A par­

tir de este punto son posibles dos hipótesis:

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

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

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

nólidos45_48 (ver pág.1 J; la oxidación del mismo conduce a la

lactona VIII, característica en la estructura de los withanólidos.

OH

H0
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I
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¿ OH

II
OH
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J,
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HH OHCHO

IV VII
\ \ /

N 0 OH Í

Figura 5 :Posible camino biogenético que conduce a la formación

de la cadena lateral de los withanólidos‘.‘4
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ANTECEDENTES

La planta Acnistus breviflorus (Griseb), también caracte­

rizada como DunaZia breviflorus, es oriunda del noroeste de la

Argentina.

Se ha publicado una descripción de 1a planta con el nombre

49en la cual se hace un análisis cualide Acnistus parviflorus,

y cuantitativo de algunos componentes, determinándose solamen­

te el contenido en alcaloides, azúcares, saponinas, ceras, re­
sinas y grasas.

50 la investigaron con el único ob­Juliani y colaboradores

jeto de aislar de ella withaferina A g. Este grupo hizo lo mís­
mo con otras Acnistus argentinas, encontrando que el contenido

de withaferina A, varía con la época de recolección de las ho­
jas; así, por ejemplo, en Acnistus breviflorus (Griseb) ( pro­

venientes de Termas de Reyes, Jujuy), el contenido resultó ma­

yor en muestras recolectadas en noviembre que en aquellas ob­
tenidas a fines de febrero.

Posteriormente se realizó un estudio de los extractos de é­

ter de petróleo y éter etílico de hojas de esta planta prove­
51,52nientes de 1a provincia de Tucumán. Los componentes prin­

cipales de este último extracto eran withanólidos, pigmentos y

resinas. Esta mezcla se purificó por columna cromatógrafica de

sílicagel aislándose cinco withanólidos de eStructura conocida.
Los componentes mayoritarios fueron identificados comowithafe­

rina A gá’21y jaborosalactona A 11.54Se aislaron además jaboro­

52,53
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SS.
salactona D 32, Jaborosalactona E ¿Essy un artefacto formado
durante la extracción con metanol en caliente, identificado ante­

riormente como 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A ¿221’56(Figura 6).

Lavie y colaboradores7 realizaron también un estudio del ex­

tracto clorofórmico de plantas de Acnistus breviflorus cultivadas

en Israel, a partir de semillas provenientes de la Argentina. Por

cromatografía en columnade sílicagel de dicho extracto Se aisla­

ron nueve withanólidos, cuatro de los cuales resultaron compues­

tos no descriptos hasta ese momento. Los compuestos que se encon­

traron en mayor cantidad fueron: withaferina A y 2,3-dihidrowitha­
3,56ferina A ¿1. Otros compuestos conocidos aislados como componen­

tes minoritarios fueron:24,ZS-dihidro-27-desoxiwíthaferina A 25,

27-desoxiwithaferina A áfi‘ y 6a-cloro-SB-hidroxiwithaferina A ¿19
Los cuatro compuestos nuevos aislados fueron: 2,3,24,25-tetrahidro­

27-desoxiwithaferina A gg, 2,3-dihidro-27-desoxiwithaferina A gg,

5,6-desoxiwithaferina Aig y 2,3-dihidro-S,ó-desoxiwithaferina A
il (Figura 7).

La comparación de los compuestos aislados por Bukovits y los

encontrados por Lavie y colaboradores indicaría que el tipo de

withanólidos producidos por 1a planta depende del lugar de creci­

miento, si bien no puede descartarse la existencia de distintos

quimiotipos dentro del género Acnistus que podrían justificar las
diferencias encontradas. Es una característica comúnde los withav

nólidos aislados en Israel la presencia de un grupo hidroxilo en

posición 4 B, mientras que en las plantas provenientes de
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withaferina A 8

R:CHjaborosalactona D gg

R:C1 jaborosalactona E gg

Figura ó: withanólidos aislados de Acnistus brevifzorus
5

la Argentina.

CH30

23

0

jaborosalactona A 11

2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A g;

cultivados en
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OH

:OHwithaferina A g 5,6-desoxiwithaferína A ig

:OH2,3-dihidrqwithaferina A gi 2,S-dihidro-S,6-desoxiwitha­
ferina A í;

R

R

R:H 27-desoxiwithaferina A ¿g

R:H 2,3-dihidr027desoxiwitha­

ferina A ¿g

R:H2,3,24,25-1etrahidro-Z7-desoxi­

withafeïina A ¿g
R:H 24,25-dihidro-27-desoxiwithafe­

rina A ¿á

óa-cloro-SB-hidroxiwíthafexína A ¿z

Figura 7: withanólidos de Acnistus breviflmuw cultivados
7en Israel.
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_Tucumánse encuentrmmvarias jaborosalactonas (4-desoxi withanó­

lidos). En ambos casos no se encontraron compuestos hidroxila­

dos en carbonos 17, 20 y/o 14 y la sustitución de los anillos A

y B no presentaba demasiadas variaciones, como en el caso de los

withanólidos aislados de Withania somnífera.

En este trabajo de tesis se continuó el análisis del conten­

tenido de withanólidos presentes en plantas de Acnistus brevíflo‘

rus provenientes de 1a provincia de Tucumánaislando los compo­

52 y comparando susnentes minoritarios no aislados por Bukovits

estructuras con 1a de los withanólidos aislados por Lavie7 de

plantas de este género cultivadas en Israel. Dadoque la forma­

ción de artefactos por extracción con metanol o etanol en calien­

teflas similitudes estructurales entre los withanólidos y la pre­

sencia de pigmentos en los extractos, resultan en tediosas y com­

plicadas separaciones, se trató de encontrar un método de extrac­

ción y separación que permitiera superar estos inconvenientes. Con

este fin los withanólidos se aislaron mediante la adaptación de

un método descripto para plantas de withania somníferasa, que con­

siste en la extracción directa de las hojas frescas con éter etí­

lico en frío durante 24 horas, y los resultados obtenidos se com­

pararon con los withanólidos aislados por métodos tradicionales.
Los extractos obtenidos en amboscasos se fraccionaron por cro­

matografía líquida de alta resolución (CLAR)luego de ser conve­

nientemente prepurificados.
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METODOS DE AISLAMIENTO Y SEPARACION DE WITHANOLIDOS

El aislamiento de withanólidos se realiza usualmente a par­
tir de las hojas secadas al aire, por extracción en caliente con

3,52 .o etanolgïEste tratamiento da lugar a la formación demetanol

artefactos (ejemplo:2,3«fihidro-3-metoxiwithaferina A gg) que com­
plican la posterior separación.

Los withanólidos aislados se separan tradicionalmente por

cromatografía en sílicagels’szo alümin321comoadsorbente y las

fracciones recolectadas se purifican por cromatografía en capa
delgada(ccd) preparativa o por cristalizaciones sucesivas de las

mezclas.7En algunos casos se logran separachst por oxidación

selectiva de los compOnentes de la mezcla con Mn02,7dado que es­

te reactivo oxida selectivamente los alcoholes alílicos permi­
tiendo separar, por ejemplo, 2,3,24,25-tetrahidrowithaferina A

¿g de la 27-desoxiwithaferina A ág.En este caso sólo se oxida el

segundo compuesto y los productos son fácilmente separables por

ccd preparativa.
Se ha utilizado también la cromatografía líquida de alta

resolución (CLAR)en la separación de withanólidos (aunque nun­

ca se aplicó la mismaal fraccionamiento de extractos con fines
59 utilizaron este mé­preparativos). Gustafson y colaboradores

todo para separar withaferina A g'de varios derivados químicos
y microbianos de la misma, encontrando que en las columnas de

CorasílI y Porasil A (61 x0,2 cm DI), la resolución de las mez­

clas era inferior a la obtenida con uPorasil (30x 0,4 cm DI).

Usaron mezclas de acetato de etilo y hexano como solventes de
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elución y un detector de Índice de refracción.

Kirson y colaboradoresóosepararon por CLARvarios withanó­

lidos que diferían entre sí principalmente por el número y_po­

sición de sustituyentes hidroxilo. Usaron Porasil A comorelle­

no de columna y mezclas de hexano e isopropanol como solvente,

lo cual les permitió trabajar con un detector uv aproximadamen­

te 1000 veces más sensible que el usado por Gustafson. Para com­

pensar la baja eficiencia del adsorbente usaron una columna de

366 cm de largo y aproximadamente Z mmde diámetro interno (DI)

convenientemente arrollada, llegando a detectar S ngr de compues­

to, mientras que las cantidades más pequeñas detectadas utili­

zando un detector de_índice de refracción fueron entre 1-9 "gr.

Sin embargo en los cromatogramas obtenidos los withanólídos pre­

sentaban tiempos de retención largos (entre 2 y 17 horas) que

ocasionaban picos anchos y asimétricos.

También se usó CLARpara separar componentes de Physalis

peruviana y Nicandra physaloides (c) Gaerth var. albiflora, 61

mediante una columna de Lichrosorb Si-100, S um (250x4,6 mmDI).

Comoeluyente se utilizaron mezclas de isopropanol, cloruro de

metileno y acetonitrilo, lográndose buenas separaciones.

Los intentos para separar mezclas de withanólidos usando

CLARen fase reversa, para lo cual se utilizaron columnas de

C18 Porasil y fenil Porasil (Waters), no fueron exitosos ía que

los autores no lograron retención con metano] y/o agua como
solvente de elución.59
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DESCRIPCION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Extracción erraccionamineto de material vegetal
Extracción con metanol en caliente:62

La planta recolectada en Tucumánen el mes de diciembre, se­

cada a la sombra a temperatura ambiente y molida, se extrajo en
un soxhlet durante 5 días con metanol. El extracto metanólico se

concentró, se le agregó agua (volúmenes iguales) y se extrajo a

su vez varias veces con éter de petróleo para desengrasarlo. La

solución metanólica-acuosa restante se extrajo exhaustivamente

con éter etílico y luego de secar la solución etérea sobre sulfa­
to de sodio anhidro, se evaporó a sequedad obteniéndose un re­

siduo sólido verde oscuro. El residuo fue cromatografiado en co­

lumna de sílicagel usando comoeluyente mezclas de cloruro de me­

tileno-metanol, con lo que se eluyeron de la columna fracciones

que por recromatografïa y posterioresrecristalizaciones permitie­
ron aislar los cinco withanólidos descriptos previamente por Bu­

kovits: withaferina A g, 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A gg,

jaborosalactona A ll, jaborosalactona Dgg y jaborosalactona E

52La identificación de los mismos se completó por aplicación2.
de espectroscopía de resonancia magnética nuclear a estos compues­

tos (ver pág.8 9.
Las fracciones intermedias conteniendo mezclas de compuestos,

algunos distintos a los indicados anteriormente, no se pudieron

separar por las técnicas tradicionales y fueron fraccionados por
CLAR.
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Extracción con éter etílico en frío

Se utilizaron hojas recolectadas de cuatro plantas diferentes
provenientes de la zona de "Horco Molle" a 2 km de la ciudad de

Tucumán.Las hojas recién cortadas se colocaron en éter etílico

en un lapso no mayor de 4 minutos, dejándolas a temperatura am­

biente en lugar fresco una semana. Luego de separar la fase acuo­

sa se hizo una extracción igual a 1a anterior y los extractos reu­

nidos de ambas extracciones se concentraron, se llevaron a seque­

dad, se prepurifícaron usando columnas de sílicagel H eluídas ba­

jo presión con aire comprimido y se fraccionaron por CLAR.

Aplicación de cromatografía líquida de alta resolución a la sepa­
ración de withanólidos

Se realizaron estudios usando columnas de sílicagel y de fase

reversa. En el primer caso se lograron condiciones para la sepa­

ración y análisis cuantitativo que fueron utilizadas con éxito en

los estudios biosintéticos que se describen más adelante.

El uso de CLARen fase reversa permitió separar mezclas com­

plejas de withanólidos constituidas por productos naturales más
artefactos que no se habían podido resolver usando columnas de sí­

licagel tradicionales.

separación en columnas de sílicagel

Las separacionesse llevaron a cabo usando una columna Li­
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Chrosorb Si-100 ( 250 x4,6 mmDI, Hewlett Packard). El eluyen­

te fue elegido en base a los resultados obtenidos en cromato­

grafía en capa delgada de silicagel de alta resolución con pa­

trones de withaferina A g, jaborosalactona A ll y jaborosalacto­
na D gg. Las placas cromatográficas se desarrollaron con mezclas

de acetato de etilo-hexano, acetato de etilo-ciclohexano, iso­

propanol-hexano e isopropanol-ciclohexano en distintas propor­

ciones. Los mejores resultados se obtuvieron con mezclas de iso­

propanol-hexano (1:9) y con acetato de etilo.
En la Tabla 1 se resumen los resultados obtenidos con los

distintos sistemas probados. En todos los casos se utilizaron so­

luciones de los tres patrones mencionados anteriormente. El uso
de isopropanol-hexano (1:9) comoeluyente (línea 1) presentó el

inconveniente de la baja solubilidad de los withanólidos en di­
cha mezcla. En consecuencia las muestras analizadas fueron disuel­

tas en diclorometano-metanol (9:1). Los resultados obtenidos no

fueron satifactorios debido a los tiempos de retención elevados

(6 a 8 horas) y a las perturbaciones introducidas en los croma­

togramas por el solvente de inyección. Se decidió por lo tanto

cambiar el eluyente por otro que permitiera ser utilizado para
disolver las muestras analizadas.

El uso de acetato de etilo comosolvente de elución (línea

2) presentó la ventaja de disolver sin dificultad 1 mgr de witha­

nólidos en 1 m1 de solvente. Sin embargo fue necesario utilizar

un detector de índice de refracción, pues el acetato de etilo ab­

sorbe a 225 nm, observándose una disminución de la sensibilidadí
enla figura 8 se representan los cromatogramasobtenidos utilizan­
do este sistema.



Tablal:

SistemadecluciónVolumenTipodeFlujoTiempoderetención(nin)

I

deinyeccióndetector“(ml/mín)JLAllHAgJLD¿g

lisopropanolzhela-SOplIuv(225:1,06a8horas

no(¡29)430)

lacetatodectiloSO}!!!Ind.de1,04,636,43767

refracción

3JCCLJIOdcetilo¡Ofl'luv(335:1,04,877

430)

lacetatodectilo-lorll'uv(SSS:¡,04,095,336,H

hexano-isopropanol430)
(30:5:21

SucctJtodectilo-IOleIuv(335:0,75,867,668,64

hclnno-isopropnnol430)
(5023:! acetatodeclilo-'0’!""V(26°:0'4'0’50¡3'93‘6'0‘ hchno-isopropHHOl¿30)

(302521

al(l'

'‘'' -9z';¡lsvdci"ccciónAcOLl
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2,63

4,63

6,43

2,62

2,65

T_4,
múní min

7,67

min

Figura 8: Cromatogramas obtenidos en las condiciones indicadas en

1a línea 2 (tabla 1) de los compuestos g, ll y gg. Las ma­

sas y los tiempos de retención fueron: ll (SOugr, 4,63 min)

g (soggr, 6,43 mín), gg (soggr, 7,67 min).

4,87 7J7
8,90AMA.

min min min

Figura 9: Cromatogramas obtenidos según las condiciones indicadas

en la línea 3 (tabla 1) de los compuestos g, ll y gg. Las

masas y los tiempos de retención fueron: ll (10ugr,4,87 mín)

g (10ugr, 7,17 mín), gg (10ugr,8,90 min).
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Posteriormente se logró aumentar la sensibilidad usando un
detector uv en una zona en la cual no interfería el acetato de e­

tilo; para esto se eligió una longitud de onda de 335 nm (línea

3) correSpondienteal máximosecundario de los withanólidos (ejem­

plo: withaferina A g : 214 nm (e 17300), 335 nm (e 165). En la fi­

gura 9 se representan los cromatogramas obtenidos usando este sis­

tema. Si bien sería de esperar el mismotiempo de retención para

cada uno de los patrones que en el caso anterior, se observa en

los tres casos un aumento del mismo (líneas 2 y 3), lo cual po­

dría deberse a la menor masa inyectada en el último caso.

Los sistemas anteriores daban lugar a picos asimé­

tricos principalmente para los componentesmás polares (withafe­

rina Á y jaborosalactona D gg) que afectaban la resolución y

sensibilidad.Este problema se pudo resolver agregando al acetato

de etilo un solvente hidroxïlico de poder eluyente similar, deter­

minándose por ccd que la mezcla hexano-isopropanol (3:2) cumplía

con este requisito. Utilizando entonces una mezcla ternaria ace­

tato de etilo- hexano-iSOprOpanol(30:3:2) comoeluyente (línea 4)

se obtuvieron los cromatogramas indicados en la figura 10­

Si bien este método era sensible y originaba picos agudos aún

para los componentes más polares, los tiempos de retención va­

riaban dentro de un rango demasiado pequeño. Debido a esto se de­

cidió disminuir el flujo para mejorar la resolución (línea 5).

En 1a figura 11 se represenüael cromatograma obtenido al apli­

car este sistema a una mezcla de los tres patrones indicados.

Con el propósito de determinar la longitud de onda a la cual

los withanólidos presentaban mayor absorbancia, pero sin inter­
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4,09

5,33

6J1

min mín min

Figura 10: Cromatogramas obtenidos según las condiciones indicadas

en la línea 4 (tabla 1) de los compuestos g, ll y gg. Las

masas y los tiempos_de retención fueron ll (10ugr, 4,09

min), g (10ugr, 5,33 min), ¿g (10ugr, 6,11 mín).

Figura 11: Cromatograma de una mezcla artificial de g, 11 y 29,

en las condiciones indicadas en 1a línea 5 (tab a 1).

Las masas y los tiempos de retención fueron: ll (3,3"gr,

5,86 min),g_ (3,3ugr, 7,66 mín), gg (3,3Ugr, 8,64 mín).
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ferencia del solvente, se realizó un barrido de 190 a 560 nm de

cada uno de los picos de una muestra artificial. En la figura 12

se muestra el resultado obtenido en el caso de la jaborosalactona

A 1, el cual es similar a los obtenidos para jaborosalactona D

2 y withaferina A g.En base a estos resultados y dado que la mez­

cla utilizada comoeluyente era trasparente desde 256 nm, se deci­

dió utilizar el detector uv operando a 260 nm.

Finalmente se trató de mejorar la resolución por medio de una

nueva disminución del flujo (linea 6). En estas condiciones se pu­

do resolver dentro de los 20 minutos luego de inyectar, una mez­
cla artificial de cuatro withanólidos aislados de Acnistus bre­

vionrus por extracción en caliente según el método empleado por

Bukovits,62(figura 13).
En base a los resultados mencionados anteriormente se analizó

el contenido de withanólidos en el extracto crudo de una hoja de

Acnistus breviflorus proveniente de una planta de tres meses de
edad. La extracción se realizó con éter etílico en frío durante 24

horas y el extracto fue prepurificado a través de una columna cor­

ta de sílicagel 60 (Merck). Los pigmentos menos polares y los witha­

nólidos se recobraron por elución con acetato de etilo. Este tra­

tamiento eliminó los pigmentos altamente polares que quedarían re­

tenidos en la sílica y podrian interferir luego de realizar varias
corridas sucesivas. Finalmente el extracto filtrado se evaporó,

se redisolvió en acetato de etilo (1 m1 por hoja) y se analizó por

CLAR.En 1a figura 14 se representa el cromatograma obtenido uti­

lizando la mismacolumna que para trabajos analíticos descripta an­

teriormente. Esta admitió 100 a 150 ugr de mezcla de withanólidos
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200 250
Figura 12: Barrido de 190 a 560 nm del pico correspondiente a ll.

Comoreferencia se utilizó el mismosolvente de elución.

1o 20 ¡nin

Figura 13: Cromatogramaobtenido según las condiciones indicadas en

1a línea 6 (tab1a1) de los compuestos g, ll, ¿2 y gg.

Las masas y los tiempos de retención fueron: á; (Zugr,9,60

min), ll (Zugr, 10,56 min), g ( 1 ugr, 13,93 min), gg

Sugr, 16,01 min).
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. . . . min

Figura 14:8eparación de withanólidos presentes en el extracto cru?

do de una hoja de Acnistus breviflorus .(Masa aproximada

de withanólidos:1,s mgr; volumen inyectadoflOOul).

¿Arde
o ' 20 min

Figura 15: Análisis de las fracciones recogidas en una única corri­
da (1/10 del extracto original) a partir del extracto
crudo de una hoja de Acnistus breviflorus .(volumen inyec­

tadoz1/20 de cada fracción).
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sin que se afectara la resolución, pudiéndose por lo tanto separar
los withanólidos presentes en una hoja en 10 corridas sucesivas

(tiempo tota1:200 minutos; volumen eluídc 80 m1).Como se pue­

de ver en la figura 14, se obtuvieron picos agudos y simétricos

aún en el caso del withanólido más polar (jaborosalactona D gg)

por lo que las fracciones recolectadas en cada corrida fueron i­

guales o menores que 1 m1. Las fracciones recogidas en una única

corrida (1/10 del extracto original) se recromatografiaron inyec­

tando 1:20 de la fracción dando lugar a los cromatogramas repre­

sentados en la figura 15, verificándose de este modola separación

de los withanólidos lograda.

Separación en columnas de fase reversa

El uso de CLARen fase reversa en la separación de withanólidos
59En este caso los autoresse intentó anteriormente sólo una vez.

informaron que no se observaba retención usando metanol o metanol­

agua como solvente de elución. Sin embargo debido al progreso en el

desarrollo de columnas en fase reversa para CLAR,por ejemplo 1a

disponibilidad de sílica de S y 10 umpara columnas con alto por­

centaje de grupos no polares unidos (ejemplo: octadecilsilano, ODS)

y de placas cromatográficas de alta resolución en fase reversa,

se decidió reinvestigar este sistema de separación en withanólidos

Con este fin se estudió el comportamiento de cinco withanólidos ya

aislados de Acnistus brevifzorus (ver pág 2]) en placas cromato­
gráficas de alta resolución en fase reversa. Los resultados obte­
nidos se resumen en la tabla 2.
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13h13 z;Comportamiento cromatográfico de los withanólídos en CLAR

analítica y en placas en fase reversa.

withanólidos Rf* TT (mín)**

jaborosalactona A ll 0,14 13,12

jaborosalactona E 3; 0,20 9,47

2,3-dihídro-3-metoxi­

withaferina A 33 0,28 4,78

withaferina A g 0,34 4,48

jaborosalactona D 22 0,40 3,27

* HPTLCRP-18, metanol-agua (70:30)

**Columna R-Sil 18 HL 10 um (ZSOx 3,6 mm),metanol-agua (65:35)

Zml/min

Trztiempo de retención

10 20 min

Figura 16: Separación de una mezcla de patrones (g, ll y 22).
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En base a esos resultados se intentaron separaciones en co­

lumnas de fase reversa para lo cual se utilizó el método propues­

to por Hunter60(detector uv a 225 nm) como sistema de detección.

Se utilizó una columna de 250x 3,6 mm, rellena con fase R Sil 18

HL 10 um, la cual contiene un alto porcentaje de grupos ODS. Uti­

lizando el sistema metanol-agua (65:35) comoeluyente se logra­

ron buenos tiempos de retención aün para los componentes más pola­

res como se indica en la tabla Z.

La separación de withanólidos en fase reversa se extendió a

escala preparativa usando columnas de 500x10 mmrellenas con el ma­

terial antes mencionado. En la figura 16 se puede ver el cromato­

grama obtenido al separar una mezcla artificial de withaferina A g,

jaborosalactona A ll y jaborosalactona Dgg aislados deAcnistus
breviflorus. Teniendo en cuenta los resultados mencionados anterior­

mente se utilizó la CLARen fase reversa en la separación de mez­

clas complejas formadas por artefactos provenientes de la extrac­

ción con metanol o etanol en caliente, y withanólidos naturales.

También se aplicó este método en el aislamiento de withanólidos a

partir de extractos parcialmente purificados.

Separación de mezclas complejas de withanólidos

Las fracciones intermedias provenientes del fraccionamien- ‘

to de los extractos metanólicos o etanólicos en sílicagel, los

cuales según se indicó anteriormente (ver págz 5) contenían mez­

clas complejas que no podian resolverse eficientemente por los

métodos tradicionales, fueron separadas en sus componentes por
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CLARen fase reversa, utilizando la columna anteriormente mencio­

nada para trabajos preparativos. Los compuestos aislados fueron

identificados convenientementepor espectroscopía deresonancianmg­

nética de 1H, 13€ y espectrometría de masas comose detalla en el

capítulo 3.

Las figuras 17a): b muestran la separación de los componentes

de fracciones de extractos etanólico y metanólico respectivamente

utilizando comoeluyente una mezcla metanol-agua (70:30). Como

se indica en la figura 17bunode los picos separados del extrac­

to metanólico resultó ser una mezcla de dos compuestos, IX y X

Estos fueron posteriormente separados usando una columna de mayor

resolución (Altex Ultrasphere ODSS Um, 250 x10 mm) como se ve

en la figura 18.

Los compuestos II, X y VIII, fueron respectivamente identi­

ficados comowithaferina A g_, 2,Sidihídro-S-metoxiwithaferina A

g; y jaborosalactona D gg, todos-ellos encontrados previamente por

Bukovitsszen plantas de Acnistus breviflorusprovenientes de la

provincia de Tucumán.

El compuesto I se identificó como2,3-dihidrowithaferina gi
21descripto previamente por Kupchany colaboradores y aislado por

Lavie y colaboradores7 de plantas de Acnistus breviflorus culti­
vadas en ISrael.

El compuestoIX resultó ser 60-cloro-SB-hidroxiwithaferina A

¿1, aislado por primera vez por Trujillo15de plantas de Withania

frutescem;y posteriormente por Lavie y colaboradores de Acnistus
breviflmmscultivadas en Israel.7

El compuesto V se identificó como5,6-desoxiwithaferina A 1g
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I

IV

V VI

VII

P II l L l Q l
U 10 20 30 min

Figura 17 a: Separación por CLARpreparatíva de una fracción par­

cialmente purificada (10mgr) a partir de un extracto eta­

nólico de la planta.
Columna: Alltech R-Sil 18 HL 105m (500x10mm)

Eluyente: metanol-agua (70:30) Flujo: 4m1/min.
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l .Ul . . A L10 20 30

Figura 17-b: Separación por CLARpreparativa de una fracción par­

cialmente purificada (10mgr)a partir de un extracto

metanólico de la planta.

Columna: Alltech R Sil 18 HL 10um (500x10mm)

Eluyente: metanol-agua (70:30). Flujo: 4m1/mín.

Figura 18: Separación por CLARpreparativa de una mezcla de los

compuestos 33 y 37 (5 mgr),

Columna: Altex Ultrasphere ODS S um (250x 10 mm)

Eluyente:metanol-agua (70:30) Flujo: 4m1/mín
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aislada anteriormente por Lavie y colaboradores7 de plantas de

Acnistus breviflorus (Israel).

Los otros tres compuestosresultaron ser artefactos formados

durante la extracción de hojas de Acnistus breviflorus con sol­
vente en caliente.

El compuesto IV se identificó como2,3-dihidro-3-etoxijabo­

rosalactona A 5; el cual se formaría a partir de jaborosalactona

A ll durante 1a extracción con etanol en caliente, de manera aná­

loga a 1a formación de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A ¿á a par­

tir de withaferina A g.

Los compuestos X1 y VI se identificaron respectivamente como

Su-metoxi-4,S-dihidrojaborosalactona Bí; y Su-etoxi-4,5-dihidro­

jaborosalactona B ii, los cuales se formarían a partir de jaboro­
salactona A por alcohólisis del epóxido. En la tabla 3 se des­

cribe el comportamiento cromatográfico de algunos de estos witha­

nólidos en placas cromatográficas de alta resolución en fase re­

versa y en columna de fase reversa analítica. Comparandocon los
valores detallados en la tabla 2 es interesante mencionar la

inversión en retención entre CLARanalítica y CCdfase Tenerfia de 31'

ta resolución. En el primer caso la Z,3-dihídro-35-metoxiwitha­

ferina A á; es más retenida que la Sa-metoxi-4,S-dihidrojaborosa­

lactonaB 1;, mientras que esta situación es inversa en el últi­
mo caso.

Por otro lado a pesar que los tiempos de retención obtenidos

en las separaciones analíticas y preparativas son concordantes

1a óq-cloro-SB-hidroxiwithaferina A ¿Z se superpone en el pri­

mer caso con withaferina A en vez de superponerse con 2,3-dihidro­
35-metoxiwithaferina A
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_4_; R:Me0

¿í RzEtO
Tabla 3: Comportamiento cromatográfico de los withanólidos en CLAR

analítica y en placa en fase reversa.

withanólido Rf* Tr (mín)*a

Sa-etoxi-4,5-dihidro­

jaborosalactona B ¿í 0,25 ­

5a-metoxi-4,S-dihídro­

jaborosalactona B í; 0,31 6,13

óa-cloro-SB-hidroxí­

withaferína A El 0,34 4,48

*HPTLCRP-18, metanol-agua (70:30)

**Columna R-Sil 18 HL 10um (250x3,6 mm), metanol-agua (65:35)

2ml/mín
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Aislamiento de withanólidos por CLARen fase reversa a partir de

extractos prepurificados.

Los extractos crudos, así comolos parcialmente purificados

aún pueden contener pigmentos con tiempos de retención grandes ba­

jo las condiciones descriptas anteriormente. Estos pigmentos al ser

retenidos afectarían la columnaluego de varias separaciones su­

cesivas. A1 ser analizados por ccd de alta resolución en fase re­

versa, se determinó que estos pigmentos tenían un Rf mayor de 0,5

cuando se utilizaba metanol comosolvente de desarrollo; en conse­

cuencia los pigmentos acumulados se eliminaron lavando la columna

con este solvente una vez cada S a 7 inyecciones del extracto has­
ta obtención de un eluído incoloro. En el caso de muestras alta­

mente coloreadas se utilizó un método alternativo que consis­

tió en hacer un pasaje previo de la muestra usando la misma co­

lumna y metanol-agua (80:20) como solvente de elución. Bajo estas

condiciones los withanólidos eluían casi con el volumenmuerto,

pudiéndose separar de los pigmentos que poseían mayor tiempo de
retención.

En base a estos métodos se analizó una fracción altamente co­

loreada obtenida a partir de un extracto metanólico prepurificado

por columnade sílicagel según técnicas tradicionales. La frac­
ción fue analizada por placa de sílicagel en fase reversa y por

CLARanalítica en columna, determinándose que contenía fundamen­

talmente jaborosalactona A ll y un componente minoritario de Tr y

Rf muy similar a los de jaborosalactona A (Tabla 4 ).Se puri­

fícó primero usando metanol-agua (80:20) como solvente de elución
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Tabla 4: Comportamiento cromatográfico de los withanólídos en

CLARanalítica)ren placa en fase reversa.

withanólido Rf" Tr (mín)**

jaborosalactona A ll 0,14 13.12

2,3-dihidrojaborosa­

lactona A ¿á 0,18 11,47

*HPTLCRP-18, metanol-agua (70:30)

** Columna R Sil-18 HL1Qm1(250x3,6 mm), metanol-agua (65:35),Zm1/min

5%]
U .10 ,20 min

Figura 19: Separación por CLARde una fracción cruda de ll previ­

mente purificada.
ColumnarAlltech R-Sil 18 HL 10 um (500x10mm).

Eluyentezmetanol-agua (70:30). Flujoz4m1/min
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quitándole de esta manera la mayor parte de los colorantes; pos­
teriormente se trató utilizando una mezcla metanol-agua (70:30)

comosolvente de elución y se aislaron de ella dos componentes co­

mo se indica en la figura 19.E1 principal componente se identi­

ficó comojaborosalactona A ll, mientras que el otro componente,

de tiempo de retención ligeramente menor, se identificó como

Z,3-dihidrojaborosalactona A si, withanólido no encontrado ante­
riormente en la naturaleza. Este sería el primer withanólido ais­

lado con anillo A reducido, dentro de la serie de las jaborosa­
lactonas.

Tambiénfueron analizadas otras fracciones obtenidas a par­

tir de extractos etéreos de Acnistus brevíflorus, prepurificados

por columnas de sílicagel H. De ellas se aislaron fácilmente los

withanólidos mayoritarios (jaborosalactona A, jaborosalactona Dgg

y withaferina A g) utilizando una mezcla de metanol-agua (70:30)

como solvente de elución y lavando periódicamente la columna con

metanol.

0‘0
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En las figuras 20 a y b se representan los cromatogramas ob­

tenidos a1 analizar dos fracciones que contenían comocomponentes

principales mezclas de withaferina A g y jaborosalactona A ll

y de withaferina A y jaborosalactona D gg. De esta manera se ob­

tuvieron cantidades apreciables de withanólidos puros en un tiem­

po relativamente corto, que fueron utilizados comosustratos de

las reacciones de degradación detalladas más adelante.
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1o zo

(b)

Figura 20:8eparación de los principales constituyentes presen­

tes en fracciones obtenidas por prepurificación a través
de columnas de sílica H de un extracto etéreo de Acnistus

breviflorus.
Columna: R-Sil 18 HL 10um(500x10mm).

Eluyente metanol-agua (70:30) y metanol cada S a 7ínyeccío­

nes.F1ujo: 4ml/min

a) masa total 10 mgr: g (Tr:8,4min),gg ( Tr: 4,8 min)

b) masa total: 10 mgr: g_ (Tr: 8,4 mín), ll (Tr: ZZmin)
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Análisis cuantitativo de withanólidos en extractos de Acnistus
MME

En una primera etapa el análisis cuantitativo de withanóli­
dos extraídos de Acnistus breviflorus se realizó utilizando la

cromatografía en capa delgada. Cuando se sembraron en una placa

cromatográfica de sílicagel G de 250 um, 10, 20, 25, 50 y 75 ugr

de withaferina A g y se desarrolló la misma con acetato de etilo­
benceno (1z4), 1a forma e intensidad de las manchas utilizando

comoreveladores vapores de iodo o ácido sulfúrico 50%permitió

una adecuada determinación cuantitativa. El ácido sulfúrico 50%

resultó ser más sensible para distinguir en el rango 10-50 ugr,

mientras que para valores mayores resultó conveniente usar va­

pores de iodo. Los withanólidos en extractos fueron separados por
ccd preparativa y se recuperaron de la sílica por elucíón contí­
nua con acetato de etilo en frío; las fracciones eluídas se con­

centraron y recromatografiaron junto a una serie de patrones con­

teniendo 10-25-50-75 y 100 ugr de withaferina A. La recuperación

de withanólidos fue aproximadamente de 90-100 %para 100 ugr,

siendo apenas menor para masas menores(cuando los withanólidos

se eluyeron con cloruro de metileno-metanol 30%a reflujo, el por­

centaje de withanólidos recuperado fue muchomenor).Este método

de cuantificación fue adoptado también para jaborosalactona A ll

y jaborosalactona D gg, y utilizado para determinar el contenido
de withanólidos en las distintas etapas de crecimiento de las

plantículas de Acnistus breviflorus comose detalla más adelante_
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En una etapa posterior el análisis cuantitativo se realizó
por CLARpor el método del estandar externo. El mismo se basa en

1a comparación de las áreas absolutas de los picos correspondien­

tes a los compuestos de interés en muestras incógnitas, con las

áreas obtenidas a1 analizar muestras que contienen concentracio­

nes conocidas de dichos compuestos.

El método demostró linealidad en el rango de concentraciones

correspondientes a 10 ugr y 100 pgr para cada uno de los witha­

nólidos analizados. En la figura Z1 se representa el cromatogra­

ma obtenido con una solución de withaferina A Q. En este caso

correspondían 10040unidades de área (u.a.) por ugr de withaferi­

na A. En forma similar se calcularon valores de 9320 u.a./ugr

para jaborosalactona A ll y 9182 u,a,/ ugr para jaborosalactona D

2g_. Teniendo en cuenta estos valores se analizó el contenido de

withanólidos en varios extractos de hojas para poder calcular ac­

tividades específicas en los ensayos realizados con precursores

marcados, comose detalla en el capítulo 4.

En 1a figura 22 se representan los valores obtenidos para un

extracto de una hoja proveniente de una planta de 17 meses de

edad. Se determinó que la hoja contenía 1,36 mgr de withaferina A

y 212 ugr de jaborosalactona A, no detectándose en 1a misma ja­

borosalactona D.En forma similar se analizó el contenido de witha­

nólidos en plantículas de Acnistus breviflorusy se comprobóade­

más por medio de análisis comparativos, que el método del eStandar

externo reproducía los resultados obtenidos por comparación cro­

matográfica en sílicagel.
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13,73

15,00W

Tr Area (u.a.) Area%

12,22 6 0,100

13,73 100400 96,47

15,06 88 1,46

Figura 21: Cromatograma obtenido a1 analizar 10 ugr de witha­

ferina A g por el métpdo del estandar externo.
u.a.=unidades de área,Tr =tiempo de retención.

fonúicionvs: t311n 1 (línea C).
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withanólido Tr'(min) Area(u.a.) masa inyec- masa total

tada (ugr) (ugr)
jaborosalactona A ll 10,25 98840 10,6 212

withaferina A g 13,21 683640 68,0 1360

Figura 22: Separación por CLARdel extracto de una hoja de Acnistus

breviflorus (edad de la planta: 17 meses).

Columna: LíChrosorb Si 100 (250x4,6 mmDI)

Eluyente: acetato de etilo-hexano-iSOpropanol (30:3:2)
Flujo: 0,4 ml/min. Vol.1nyectado: 1/20 del extracto ori­

ginal
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CONCLUSIONES

La extracción de withanólidos con éter etílico en frío, pre­

purificación de los extractos por columnas de sílicagel H y pu­

rificación final de las mezclas por CLAR,constituyó un método

rápido y eficiente para la obtención de withanólidos mayoritarios

sin formación de artefactos que dificulten la separación. La a­

plicación de CLARen la purificación de withanólidos permitió

además separar componentesminoritarios que no pudieron aislar­

se por técnicas cromatográficas tradicionales.

Aunque todos los withanólidos aislados por Lavie y colabo­

radores de Acnistus brevif101u3(ver pág. 22 ) tienen un sustitu­

yente hidroxilo en posición 4 B, en plantas de este género o­

riundas de nuestro país es importante la presencia de jaborosa­

lactonas, principalmente de jaborosalactona All, lo cual esta­
ría indicando que las diferencias en las condiciones climáticas

pueden afectar sensiblemente a la ocurrencia de ciertos pasos

biosintéticos (por ejemplo, hidroxilación del carbono 4).

Por otro lado la presencia conjunta de withaferina A g y ja­

borosalactona A en la mismaplanta contradice la hipótesis de La­

vie según la cual las plantas que producen 4-hidroxi withanóli­

dos no producen esta clase de compuestos sin sustituyente hidro­
xilo en carbono 4.4

Parece ser una reacción predominante en estas plantas la re­

ducción de dobles enlaces. La presencia de una lactona saturada

comoel caso de 24,25-dihidro-27-desoxíwithaferina A ¿í y de 2,3­

24,25-tetrahidro-27-desoxiwithaferina A gg aislados por Lavie y
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colaboradores7de plantas de Acnistus breviflorus cultivadas en

Israel, es una característica poco comúnentre los withanólidos

y hasta ahora se había encontrado únicamente en Withania somní­

fera del tipo africano.1 Es interesante notar que durante la hi­

bridización de esta planta con el quimiotipo II (Israel) esta re­

ducción adquiere carácter dominantes, lo cual indica que una apro­

piada combinación genética puede llevar a una carácter dominante

comoel encontrado naturalmente en Acnistus breviflorus.

El aislamiento de la dihidrojaborosalactona A gg, 1a cual no

fue aislada por TSdKfiCheycolaboradoresS4 de plantas de Jaborosa

inteQPÍÏOZia, en las cuales se encontró por primera vez jaborosa­

lactona A ll, es otra prueba de la importancia de las reaociones
de reducción en Acnistus breviflorua.

En ningún caso se encontraron en estas plantas withanólidos

hidroxiladosen las posiciones 14, 17 o 20.
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La elucidación de la estructura de los withanólidos requie­

re un extenso trabajo químico y de interpretación de espectros.

La espectrometría de RMN-IHy de masas han jugado un papel impor­

tante en la determinación de la estructura de los mismos en los

últimos años. Sin embargo no es siempre posible establecer sin am­

biguedades el esquema de sustitución en el esqueleto de los witha­

nólidos teniendo en cuenta sólamente este tipo de datos eSpec­
trales.

Aunque se han publicado datos de RMN-13€de varios esteroi­

des durante la década pasada,631a aplicación de este tipo de es­

pectroscopfiaen la determinación de la estructura de los withanó­

lidos ha sido largamente ignorada y sólo recientemente aparecie­

ron dos trabajos con la asignación de las señales de eSpectros de

RMN-13€de varios withanólidos.64’65En uno de ellos Gottlieb y

colaboradores,ósestudiaron el efecto que causaba la introducción

de distintos sustituyentes sobre los carbonos del esqueleto witha­

nólido. Sin embargo estos autores basaron su discusión en un con­

cepto erróneo del efecto Y. Debido a esto se realizó un nuevo a­

nálisis de dichos efectos basado en la reinterpretación de efec­

tOY'realizada por Beierbeck y colaboradores.66

Inicialmente se hará referencia a las propiedades espectros­

cópicas de los withanólidos, se darán las características gene_

rales de 105 espectros de masas, de resonancia magnética nuclear

1Hy 13Cy se detallarán en particular los valores obtenidos pa­

ra la withaferina A g . Dichos datos serán utilizados luego en
la elucidación estructural de los withanólidos aislados de

Acnistus breviflorus.
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ESPECTROMETRIA DE MASAS

La fragmentación del esqueleto carbonado puede ser considera­

da en dos partes: a) la del anillo D y 1a cadena lateral por un

lado,b) la del anillo B por el otro.

En el primer tipo están agrupadas las rupturas 1, 2, 3 y 4

(Figura 23), correSpondientes a la pérdida del anillo lactónico

(ruptura 1), de la cadena lateral (ruptura 2), de la cadena 1a­

teral más dos carbonos del anillo D (ruptura 3).y de 1a cadena

lateral más tres carbonos del anillo D (ruptura 4).67

En general las tres últimas fragmentaciones que pueden inVo­

lucrar transferencias de hidrógeno o reordenamientos, son de po­

ca importancia; el pico más prominente es el debido a 1a ruptu­

ra del enlace entre los carbonos 20 y 22 dando lugar en la witha­

ferina A g a1 ión a (m/e=141)?1En el caso que exista un hidroxi­

lo en carbono 27, por ejemplo en withaferina A , se produce una

ruptura del ión a, dando un ión m/e=123 por pérdida de agua. A su

vez este pierde monóxido de carbono dando un ión de m/e=95, pu­

diendo ocurrir otra pérdida de monóxidode carbono que resulta

en la formación del ión m/e=67 (Figura 24).

La fisión del anillo B puede ser considerada cemo promovida

por un reordenamiento de McLafferty.S4En el caso de la withaferi­

na A se origina el ión M' representado en la figura 25.Producido

este reordenamiento caben luego tres posibilidadesza) la fisión

6 con reordenamiento del epóxido produce el ión c, el que puede

ulteriormente perder acetileno para dar el ión e;

b) la pérdida del fragmento c con una transterenc1a de hidróge_
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Figura 23: Ruptura de la cadena lateral y del anillo D
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Figura 24:U1teríores fragmentaciones del anillo lactónico de los

withanólidos.
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Figura 25: Reordenamientos y fragmentaciones comunes en Sfl,66=

epoxíwithanólidos.
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nos puede ser asignada al ión de m/e =285; c) la doble fisíón 8

responsable del ión f y del ión de m/e= 331, (después de una

transferencia de hidrógeno).

La ausencia del epóxido modifica el esquema de fisión del ani­

llo B, como ocurre en el caso de 1a jaborosalactona D gg. Así es

predominante 1a ruptura entre los carbonos S y 7 dando el ión g

de m/e=125, como se indica en 1a figura 26.

‘x ¡4 OH

g m/e:125

Figura 26 Físión del anillo B en ausencia de epóxído.
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ESPECTROMETRIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PROTONICA

La enona del anillo A en la withaferina A g y derivados se

presenta como un sistema AMXa campos bajos: HA a 6 6,95 ppm co­

mo cuarteto (1H, JAM= 10,0Hz, JAx=6,0Hz); HMa 6 6,22 ppm como un

doblete (1H, JAM=10,0H2) y Hx a 6 3,75 ppm como un doblete (1H,

JAX=6,0Hz). Figura 27-a.

En la jaborosalactona A ll y derivados en los que se encuen­

tra ausente el hidroxilo de carbono 4, el esquema de partición

de la enona del anillo A (figura 27-b) es diferente: el hidró­

geno del carbono 4 con orientación(3quereemplaza al hidroxilo de

withaferina A con idéntica orientación, se dispone en un ángulo

de casi 90°con el hidrógeno de carbono 2,por lo que entre ambos

existe acoplamiento alílico máximoy la señal del protón del car­

bono 2 se transforma en doble doblete. El hidrógeno de carbono 4

con orientación a se encuentra tanto en la withaferina A comoen

la jaborosalactona A casi en el mismoplano que el hidrógeno de

carbono 2, por lo que no hay partición alílica entre ambos.0bvia­

mente el protón de carbono 3 en la jaborosalactona A aparece como

un doble doble doblete por acoplamiento con el hidrógeno de car­

bono 2 y los protones no equivalentes del carbono 4.

H0 Hx H
a b

Figura 27: Anillos A y B enzá withaferina A g;9 jaborosalactona A 11



un

to

E1

64

En el espectro de withaferina A g aparece una señal bastan­

ancha a 6 3,20 ppmque integra para un protón, la cual es debi­

al hidrógeno 6 deSplazado a campos bajos por 1a presencia de

epóxido en la molécula entre los carbonos S y 6.

La señal del metileno del carbono 27, aparece, como en el res­

de los withanólidos, como un singulete ancho a 6 2,05 ppm.

metilo de carbono 21 se presenta en withaferina A y derivados

como un doblete a 6 1,05 ppm (J=7,0Hz).

E1 protón de carbono 22 da lugar a una señal característica

para todos los withanólidos ; sobre su forma y posición influyen

evidentemente los sustituyentes en los carbonos 20, 17 y 23. Los

compuestos que no tienen hidroxilo en carbono 20 tienen idéntica

multiplicidad de señales a 6 4,22-4,40 ppmen forma de doble tri­

plete (Jzz,23:1ZHZ,J22'20_22,23=3-3,5HZ), producida por el acopla­
miento de los hidrógenos de carbonosZS y 20.

el

Los estudios de los desplazamientos inducidos por solvente en

señal del metilo 19 entre CC13Dy CóDó-CC13D(1:1) en derivados
withaferina A condujeron en todos los casos a 1a conclusión

que el anillo A se encuentra en conformación tipo bote21, en

cual el grupo hidroxilo de carbono 4 está en posición axial

y el grupo carbonilo en carbono 1 se dirige por encima del anillo

cerca del metilo. Estas conclusiones fueron confirmadas indepen­

dientementepor el análisis cristalográfíco (utilizando difrac­
ción de rayos X) del 45-acetato-27-p-bromo benzoato de withaferina

A.

anillo B en una conformación de semisilla distorsionada, al anillo C
en

el cual mostró al anillo A en una conformación tipo bote, al

forma de silla y al anillo D ligeramente desviado de la forma
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Figura 28: Conformación de los anillos A y B en withaferina A 8.

sobre con el carbono 13 fuera del plano.

La señal del metilo está obviamente influida por los sustitu­

yentes que se encuentran en los anillos A y B (figura 28); en

1a withaferina A g se presenta a 6 1,42 ppm, mientras que 1a se­

ñal debida al metilo 18 se presenta comoun singulete a 5 0,72

ppm.
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H a 500 MHzde withaferina A 8Análisis de los espectros de RMN-1

Si bien el espectro de RMN-1Hde 1a withaferina A ha sido
21descripto y asignado por otros autores, resultó de interés el

análisis de dicho espectro obtenido a camposelevados (11,75 tes­
1la, frecuencia de resonancia de H:500MHz),-(figura 29), así como

‘H-‘H (ZDJ) (figura 30).el del espectro bidimensional J­

Este último tipo de espectros tiene la ventaja de originar mul­

tipletes asimétricos en los casos en que están involucrados aco­

plamientos fuertes; ademásen los espectros bidimensionales es ra­

zonable analizar las constantes de acoplamiento por inspección

directa del espectro aún cuando ÁWJ=3.68
La mayoría de los desplazamientos químicos observados en la fi­

gura 29 coinciden con los valores de literatura, salvo 1a señal

correspondiente al H-Clz a 6 6,21 ppm (6 6,18 ppm lít.) y la debi­

da al CH3-21 a 6 1,02 ppm (6 0.98 ppm 1it.). Aparece un multiple­

te a 6 4,5 ppm el cual se encuentra amplificado en el margen su­

perior de la figura 29; este multiplete engloba las señales corres­

pondientes a los H-C-ZZ (6 4,45 ppm (dt) J20,22=3H2,J22,23a=12Hz)
y 1a señal correspondiente a los H-C-27. La presencia de cuatro

líneas para este metileno se puede explicar por la formación de un

puente de hidrógeno intramolecular en la cadena lateral. La forma­

ción de un ciclo de seis miembroselimina la equivalencia entre

los protones de dicho metileno originándose un sistema ABel cual

se hace evidente debido al campo elevado a1 que fue obtenido el

espectro (figura 31).
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Figura29:EspectroRMN-1HdewithaferinaA aSOOMHz.
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Figura 31: Formación de un puente de hidrógeno intramolecular

en la cadena lateral de withaferina A g

En el espectro 2DJ (figura 30) este metileno aparece comoun

doblete centrado a 6 4,37 ppmno observándose las líneas exterio­

res del doble doblete ABpor falta de intensidad.

Es importante además que si bien el H-C-6 se ha descripto has­

ta ahora como "banda ancha" para withaferina A 521 y aparece como

un singulete ancho en 1a figura 29, en el espectro ZDJse ve cla­

ramente que el H-C-ó origina un doblete. Si se tiene en cuenta que

las señales debidas a los metilenos de esteroides dan origen a mu­

chos multipletes débilmente acoplados, dado que el Aentre hidró­

genos axiales y ecuatoriales es de aproximadamente de primer or­

den (0,4 ppm)69, el H-C-ó y el par H-C-7 pueden admitir un aná­

lisis de primer orden.(Figura 32)
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Figura 32: Porción AMXdel sistema complejo del withanólido, corres­

pondiente al H-C-6 y el par H-C-7.

El hecho de que el H-C-ó se acople sólo con uno de los hidró­

genos del par H-C-7 está indicando, según las ecuaciones de William­

son y Johnson70, que el ángulo que forma con el otro hidrógeno es

aproximadamente de 80-90é Esto haría que la molécula adoptara una

conformación en la cual los carbonos S, 6, 7 y 10 se encuentran

casi sobre un mismo plano, semejante a la conformación adoptada

por los withanólidos AS,6. El valor Jó,7 =4Hzobservado en el es­
pectro ZDJcorrespondería según las ecuaciones anteriormente men­

cionadas a un ángulo de casi SOÏ el cual es mayor que el permiti­

do para el sistema. Esto podría explicarse debido a que las ecua­

ciones de Williamson y Johnson, no se pueden aplicar directamente

al sistema presente en withaferina A g (figura 32). Según Kar­

plus71 la presencia de un átomo electronegativo unido a uno de

los enlaces consideradOSmodifica la relación entre ángulos diedros

y constantes de acoplamiento. Se observa que al aumentar la elec­

tronegatividad del sustituyente disminuye la constante de acopla­
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miento entre un par de hidrógenos que forman un mismo ángulo. Por

lo tanto el valor J6’7B=4Hzpodría corresponder a un ángulo cerca­
no a 30°que estaría de acuerdo con el observado utilizando modelos

de Dreiding de withaferina A. No se encontró en literatura una e­

cuación que relacionara las constantes de acoplamiento JAxpara un
sistema como el esquematizado en 1a figura 32.

En base a lo dicho anteriormente se debería esperar la presen­

cia de un doble trnflete correspondiente al H-C-7B . Dado que dicho

72 se asig­hidrógeno resuena en 1-dihidrotestosterona a 5 2,08 ppm

nó al H-C-7Bde withaferina A el doble triplete que aparece 35 2,15

ppm en el espectro de 1a figura 29. En el espectro ZDJ (figura 30)

se observa claramente esta señal con un J7a'7B=13Hz, J6,7B=4Hz y

J7B,8=4Hz.
En la figura 29 se observa además un doble doblete correspon­

diente al H-C-23B con J22,238=12Hz y JZSG,238=12,5-13,5 Hz. Este
multiplete no aparece en el espectro ZDJ (figura 30). El H-C-ZSu

debería originar un doble doblete con J22,23a=3Hz y JZSG’238=13H2,
por lo tanto podría corresponder a este hidrógeno el doble doble­

te que aparece en la figura 29 a ó 1,83 ppm. Esta señal se observa

en el espectro 2 DJ mostrando acoplamientos que concuerdan con los

valores esperados.

La multiplicidad observada para el resto de los hidrógenos en

las figuras 29 y 30 se corresponden en todos los casos.
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Reinterpretación de los espectros de resonancia magnética nuclear
13€ de los withanólidosde

Comose mencionó al comienzo de este capítulo se realizó una

reinterpretación de los espectros de resonancia magnética nuclear

de13C de los withanólidos basada en el concepto de efecto Y enun­

ciado por Beierbeck.66

Los efectos de pequeñas modificaciones estructurales en los es­

13Cde esteroides están restringidos en general, apectros de RMN­

los átomos vecinos al lugar donde se llevó a cabo la modificación.

En consecuencia es posible dividir el análisis de los desplazamien­

tos químicos originados por los withanólidos en dos partes casi

independientes: de los anillos A y B y del anillol) y cadena lateral.

Sustituyentes en los anillos Agy B

Esta región de la molécula se encuentra altamente funcionali­

zada en los withanólidos, y por lo tanto es, en general, difícil de

separar las contribuciones de cada uno de los sustituyentes . Los

desplazamientos pueden servir sin embargo comouna excelente "hue­

lla digital" de un sistema oxigenado particular. Comose mencionó

anteriormente alanalizar los espectros de resonancia magnética pro­

tónica de withaferina A g a 500 MHz(ver pág.69) es de esperar que

la influencia detm epóxido 58,68 en los desplazamientos químicos

del anillo B sea similar a la originada por un doble enlace en esta

posición.
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Figura 33: Comparación de algunos desplazamientos químicos corres­

pondientes a carbonos del withanólido G ¿Q y withanólido E 12.65

Así en el withanólido G 5g, con doble enlace en posición 5,6,

los carbonos 8 y 9 resuenan a_63S,2 ppm y 6 36,3 ppm respectivamen­

teLa introducción de un époxído 58,68 en el withanólido E lg cam­

bia muy poco estas resonancias:6 36,1 ppm y 5 36,9 ppm para los

carbonos 8 y 9 respectivamente.65(Figura 33)

Sustituyentes en el anillo Dy en 1a cadena lateral

Esta parte de 1a molécula se analiza mejor considerando los e­

fectos de las hidroxilaciones (sustitución de hidrógeno por un gru­

po hidroxilo) en distintas posiciones. Se describirán por separa­

do los compuestos con cadenas laterales orientadas en B y orien­
tadas en a.

Withanólídos con cadenas orientadas 17 B

27-OH:La hidroxilación de esta posición periférica afecta poco al
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resto de la molécula salvo la parte de la lactonaa,6 insaturada.

En particular los carbonos sp2 están desprotegidos por aproxima­

damente 4 ppm cada uno observándose un efecto similar al presente

en el sistema ciclohexeno-ciclohexenolZSLa acetilación de este al­

cohol alilíco primario polariza el doble enlace protegiendo al car­

bono 25 y desprotegiendo al carbono 24 por aproximadamente 3,5 ppm
74cada uno, un efecto ya descripto para sistemas simples.

En la tabla 5 se comparan los desplazamientos químicos descrip­

tos para estos carbonos en el withanólido E lg, withaferina A g y
65diacetato de withaferina Aiz.

Tabla 5 :Desplazamientos químicos correspondientes a los carbonos

Z4 y 25 de los compuestos lg, g y 11.

Carbono withanólido E lg withaferina A g diacetato de

withaferina Ail

24 151,1 ppm 153,5 ppm 157,0 ppm

25 121,4 ppm 125,6 ppm 121,9 ppm
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14a0H: Este grupo hidroxilo es axial a los hidrógenos unidos a

los carbonos 7 y 17. por lo tanto la introducción del mismo.elí­

mina la interacción 1,3 diaxial entre dichos hidrógenos y el H-C-14.

Debido a la eliminación de este efecto los carbonos anteriormen­

te mencionados están protegidos por 5-8 ppm.

El C-16 no se ve afectado debido a que no existe una interac­

ción diaxial entre H-C-14 y H-C-16. En la figura 34 se indican los

desplazamientos químicos de los carbonos de interés para los com­

puestos ¿g y ¿2.

En el caso de compuestos 17a-0H la introducción de un hidro­

xilo en C-14 no modifica la señal de C-17 debido a que en este

caso no hay eliminación de efecto Y; un ejemplo del mismo se da

en 1a figura 35 en la cual se comparan los carbonos de interés en­

tre los compuestos gg y ¿1.65

Figura 34: Comparación de algunos desplazamientos químicos corres­

pondientes al par de compuestos ¿g y ig.
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Figura 35: Comparación de algunós desplazamientos químicos corres­

pondientes al par de compuestos ¿g y ¿1.65

17a-0H: La introducción delnlgrupo hidroxilo en carbono 17 pro­

tege los carbonos 12 y 14 pero no al C-15. Estos resultados se

pueden explicar debido a una mayor contribución del confihnwroIrepre­

sentado en la figura 36.

La sustitución de un hidrógeno por un hidroxilo en C-17 cau­

sa la desaparición de una interacción 1,3 diaxial entre el H-C-17

y los hidrógenos axiales unidos a C-12 y C-14. En el caso del C-1S

no hay eliminación de efecto Y.

En la cadena lateral el C-21 puede adoptar una posición sesga­

da al hidroxilo 17 y el oxigeno del anillo lactónico comose indi­

ca en el confórmero I, dando lugar en cada caso a una interacción
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Figura 36: Confórmero I

Y la cual se ve favorecida por la formación de un puente de hi­

drógeno entre el hidroxilo de carbono 17 y el oxígeno del anillo

lactónico originándose un anillo de seis miembros (figura 36).

En 1a figura 37 se comparan los desplazamientos químicos de

los carbonos de interés para los compuestos 11 y lg. En este caso

el C-21 sufre un cambio de aproximadamente S ppm hacia campos más

altos, lo cual se puede justificar por una mayor contribución del

confórmero I a1 compuesto il en el cual el C-21 no está sesgado al
anillo lactónico.

Los efectos causados por la introducción de un grupo hidroxilo

en compuestos con funcionalización del tipo 20-0H son muy simila­

res a los encontrados en ausencia de este grupo funcional. Estos

resultados indican conformacionespreferenciales similares a la

observada en el confórmero I (figura 36) en 1a vecindad del C-17.

En la figura 38 se dan los desplazamientos químicos descriptos pa­
65ra los carbonos mencionados en los compuestos í; y ¿3. En este

caso la interacción entre el C-21 y el hidroxilo 17 es muy



Figura 37: Comparación de algunos desplazamientos químicos co­

rrespondientes al par de compuestosíl y lgós

Figura 38: Comparación de algunos desplazamientos químicos c0­

rrespondientes al par de compuestos í; y 52.65
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pequeña y la posición preferencial del C-21 respecto del oxígeno de

la cadena lateral no cambia al pasar de El a gi.

En el caso de los compuestos con un hidroxílo en posición 14x

la introducción de un hidroxílo en C-17 no modifica 1a señal del

C-14, pues no hay en este caso eliminación de efecto Y, si se des­

plaza en cambio la señal correspondiente allb-IZ por eliminación

de 1a interacción 1,3 díaxíal entre los hidrógenos H-C-12 y H-C-17.

En el par de withanólidos de la figura 39 (¿A y li) se da un e­
65jemplo de compuesto 14a,17u-díhidroxilado.

Figura 39: Comparación de algunos desplazamientos químicos corres­

pondientes al par de compuestos ¿i y 11.65
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20-OH: La introducción de un grupo hidroxiloen.C-20 causa un cam­

65 esto indí­bio de aproximadamente S ppm sobre 1a señal del C-16.

ca que existe un rotámero diferencial(confórmero II ,figura 40)

en el cual el oxígeno del hídroxilo y el hidrógeno H-C-16 están

en posición 1,3 diaxial; Por.otro lado el C-23 no se ve afectado

lo cual podría justificarse por un confórmeropreferencial II

en el cual el C-ZS y el hidroxilo están separados adoptando la po­

sición de menor impedimento estético.

Figura 40: Confórmero II

Withanólidos con cadenas laterales onbntadas 17a

17-OH:Todos los withanólidos y esteroides relacionados que poseen

una cadena lateral orientada en a, tienen un grupo 17-OH.4

Es por lo tanto útil comparar desplazamientos químicos del par Nic­

Z ¿á y withanona 19.65(Figura 41).
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Figura 41: Comparación de algunos desplazamientos químicos corres­

pondientes a1 par de compuestos Ei y 16.6S

Excepto en el anillo E, el cual en í; tiene un epoxilactol en
vez de una lactona insaturada, estas dos sustancias difieren só­

lo en 1a configuración del C-17. Antes se dijo que el confórmero I

era 1a conformación preferencial de 19(ver figura 36, pág.77); la

similitud de los desplazamientos de C-12 y C-14 para ¿í y lg in­

dican que en el último el C-ZO ha reemplazado a1 grupo 17a-0H en

causar efectos sobre estos carbonos, el enlace H-C-ZOse ubica con

respecto al C-12 y C-14 como se indica en 1a figura 42 (confórmero

III). En realidad la mayor diferencia en los desplazamientos quí­

micos de los dos compuestos (excepto el anillo E), se observa en el

C-21, el cual está muydesprotegido (6,1 ppm) si la cadena lateral

es a. La absorción a campos altos de este carbono se podría justi­

ficar por una interacción Y del mismo con el hidroxilo del C-17 y el
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oxígeno lactóníco. Comose indica en la figura 42 esta Conforma­

ción está favorecida por la formación de un puente de hidrógeno

entre el hidroxílo de C-17 y el oxígeno del anillo lactónico.

Figura 42: Confórmero III“

14-0H:Seesperaría que 1a introducción de un grupo 14a-OHproteja

al C-12 como se vio para 1a cadena lateral orientada en B. Sin embar­

gorm se ha encontrado en literatura un par de compuestos adecuado

para comprobarlo.

ZO-OH:La introducción de este grupo no causa protección sobre el

C-16 como en el caso de las cadenas orientadas en B debido a que

en este caso no hay eliminación de efecto Y, como se puede ver en

el par de compuestos gg y El indicados en 1a figura 43.65
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Figura 43: Comparación de los desplazamientos químicos co­

rrespondientes al carbono 16 en el par de compuestos

5_Q>'Él­
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Elucidación estructural de los withanólidos aislados de Acnistus
brevifilorus.

En la presente sección se hará referencia a la elucidación es­

trucural de los withanólidos aislados, en base a las propiedades

espectroscópicas, concretamente a los espectros de resonancia mag­

13C y de masa de los withanólidos aislados denétíca protónica,
Acnistus breviflorus.

Para una mejor discusión e interrelación entre los diferentes

compuestos, los valores de desplazamientos químicos (6) de las se­

ñales más importantes de los espectros de resonancia magnética pro­

tónica han sido tabulados y se presentan en las tablas 7 y 10; idén­

tico criterio se ha adoptado en el caso de los espectros de reso­

13C, los cuales seremmen en las tablas 6, 8 y 11,nancia magnética

y de los espectros de masas en las tablas 9 y 12.

Los withanólidos aislados durante el transcurso de la presente

tesis se pueden dividir en tres grupos:

Grupo 1: withanólidos aislados anteriormente por Bukovits de plan­

tas de Acnistus breviflorus provenientes de la provincia de Tucumán:

withaferína A g, 2,3-dihidro-35-metoxiwithaferina A gg, jaborosalac­

tona A ll, jaborosalactona D gg y jaborosalactona E gg.

Grupo 2: withanólídos aislados por Lavie y colaboradores de plantas
de Acnistus breviflorus cultivadas en Israel: 5,6-desoxiwithaferina A

ig, 6a-cloro-SB-hidroxiwithaferina A El y 2,3-dihidrowithaferina A
34.
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GIHDQ5; withanólidos que no habían sido encontrados anteriormente:

2,3-dihidro-3B-etoxijaborosalactona A ig, 5a-metoxi-4,S-dihidroja­
borosalactona B 3;, 5a-etoxi-4,5-dihidrojaborosalactona B ¿í y 2,3­

dihidrojaborosalactona A ¿5.

De este último grupo los tres primeros son artefactos que se

forman por extracción con alcoholes (metanol o etanol) en calien­
te.

Grupo 1:La identificación de estos compuestos se completó deter­

minando los espectros de RMN-13C de jaborosalactona A ll, jaboro­

salactona D ¿g y jaborosalactona E gg, los cuales no se encuentran
descriptos en 1iteratura.Las señales asignadas a cada uno de estos

compuestos se indican en la tabla 6, junto al espectro de RMN-13€

de withaferina A g.

Dado que los anillos C, D y E en las tres jaborosas son idén­

ticos a los correspondientes anillos en la withaferina A, era de

esperar que las señales originadas por estos carbonos fueran simi­

lares a las encontradas en withaferina A. Comose puede ver en la

tabla 6, esto se comprobó en todos los casos, encontrándose la ma­

yor diferencia entre la resonancia de carbono 17 de withaferina A

( 651,80 ppm) y la señal correspondiente a este carbono en jabo­

rosalactona E ( 855,77 ppm).

Para los anillosA y B no hay variaciones importantes entre

las señales debidas a los carbonos 7, 8 y 9 de withaferina A y

los correspondientes a las tres jaborosas.

En el sistema 1-cna-a,B-insaturado del anillo A, el carbono

carbonílico resuena a campos ligeramente más bajos que en withafe­



TablaózEspeCtrosdeRMN-13€deloscompuestosg,11,2y .(25,2MHz,CDCI

————3

N
N7

-TMS)

DesplazamientosquímicosexpresadosenJ.

Carbono8H2932Carbono

N
I")

ChN

v­
._

nal

1202,33203,32204,96203,041524,2124,2124,2124,33 2132,30129,12123,32123,331627,2027,2327,1927,45 3142,53144,22141,47142,591751,3052,0052,0655,77 469,3032,9635,5537,571311,6511,7512,1612,39 563,9163,2377,2331,341917,0115,0015,6416,53 661,7061,9773,9974,092033,7433,7533,3639,25 729,3929,3329,9330,512113,3213,2913,2313,40 331,1531,1433,3033,332273,7173,6773,3479,17 944,0544,6643,0343,332329,3329,3329,3430,16
1o47,3643,3951,9553;1124153,55152,99153,92155,43 1121,3023,5923,1723,4925125,62125,50125,33125,53 12¡39,2139,6139,9740,2226167,03166,76167,10167,49 1342,5542,5941,3142,472757,0957,1356,7356,29 1456,0255,3555,5156,232320,0019,9920,0020,21
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rina A (1-2,5 ppm) en los tres compuestos, mientras que el carbo­

no 2 lo hace a campos más altos (3-4 ppm). Para el carbono 3 no

se observa un mismotipo de desviación de la señal entre las tres

jaborosas y la obtenida para withaferina A comopara los dos car­

bonos anteriores; mientras que este carbono resuena en jaborosalac­

tona A a campos más bajos (2 ppm), en jaborosalactona D lo hace

a campos más altos (1 ppm) y en jaborosalactona E tiene un valor

similar al de withaferina A.

Las diferencias principales con respecto a withaferina A son

las señales debidas a los carbonos 4,5 y 6. La señal de carbono 4

pasa de 569,80 ppmen withaferina A, con un hidroxilo en posición

4 B, a 6 32,96 ppm, 35,50 ppm y 37,57 ppm en jaborosalactona A,

jaborosalactona D y jaborosalactona E respectivamente, dando cuen­

ta en los tres casos, de la ausencia de hídroxilo en esta posi­

ción. En jaborosalactona A, la cual presenta un sistema 5,6-ep6­

xido, las señales correspondientes a estos carbonos son similares

a los de withaferína A . En las otras dos jaborosas, estas seña­

les se deSplazan a campos más bajos. Aparecen a 6 77,23 ppm y

73,99 ppm en jaborosalactona D, lo que está de acuerdo con 1a

presencia de sustituyentes hidroxilo en estas posiciones, en ja­

borosalactonaigla señal de carbono 5 se desplaza a 6 81,34 ppm

debido a la presencia de un átomo de cloro en esta posición, mien­

tras que el carbono 6, con un sustituyente hidroxilo, resuena a
campos similares a1 de carbono 6 de jaborosalactona D.

La falta de sustituyente hidroxilo afecta también la se­

ñal correspondiente al carbono 10 la cual se mueve a campos más

bajos er las tres jaborosas y.al CH3-19que aparece en estos com­
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puestos más protegido que en withaferina A g.

La identificación de withaferina A g se completó mediante el

análisis de los espectros de RMN-1HI vs frecuencia y ZDJ (figu­

ras 29 y 30 respectivamente) realizados a 500 MHz, los cuales fue­

ron descriptos anteriormente (ver pág. 66). Ademásse realizó el

análisis de los espectros de13C obtenidos por 1a técnica de ecos

de Spin con desacople alternado (APT: determinación de 1Hvecinos)75

de withaferina A y de 2,3-dihidro-3-metoxiwíthaferina A É;

(figuras 44 y 45 respectivamente), los cuales permiten distinguir

los carbonos unidos a un número par de hidrógenos, de los unidos

a números impares.



CH

290

PPm

131

Figura44:EspectrodeRMN-CdewithaferinaAg(APT:determinacióndeHvecinos).
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1

deHvecinos)
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Grupo 2:

2,3-dihidrowithaferina A 35

El compuesto ¿j presentaba en su espectro de masas un ión mo­

lecular a m/e=472 y fragmentos a m/e454 (M-HZO),347 (M-(f-l)) y
304 (M-(c-1))(tabla 9).

Su espectro RMN-1H(tabla 7) no presentaba señales correspon­

dientes a los protones vinílicos del anillo A, característicos de

withaferina A g (ver pág.(53. La señal correspondiente al protón

a unido al carbono 4 se desplazó a campos más altos, 63,53 ppm

apareciendo comotriplete (J=3 Hz ), observándose además un corri­

miento hacia campos más altos de los metilos 18, 19 y 21. El res­

to de las señales coincidía aproximadamentecon las de withaferina

A. Este compuesto fue descripto anteriormente como 2,3-dihidro­
withaferina A.7’21

6a-cloro-SB-hidroxiwithaferina A 37

E1 compuesto El presentaba en su espectro de masas un ión mo­

lecular a m/e=506 y fragmentos a m/e: 470 (M-36), 454 (M+2-3H20),

452 (M-SHZO)los cuales indican la presencia de un átomo de cloro
en la molécula (tabla 9). En su espectro RMN-1H(tabla 7) las se­

ñales correspondientes a los protones vinilicos aparecían a cam­

pos más altos que las análogas correspondientes a withaferina A

(ver pág.69. La señal correspondiente a1 H-Z aparecía como un do­

ble doblete indicando una partición adicional a 1a presente en



Ïíbla7:

DCCl3
Protón Me-18 Me-Zl Mc-19 Me-28

H-27 H-22 H-3 H-4 H-6

c1coo­

EspectrosdeRMN­

1

34

0,68s 0,99d J-7Hz 1,33s 2,02s 4,38s 4,46dt J'12Hz
22,23

J=3Hz
22,20

3,52t J-3Hz 3,14ba

37

0,70s 0,97d J=7Hz 1,27s 2,05s 4,58s 4,44dt
J22'23=12Hz J22’20=3Hz

6,02dd J=10Hz

3,2
J2’4=2Hz 6,55dd J3’2=10Hl J3’4=2,5Hz 5,04m 3,8bn

59

0,71s 0,07d J=7Hz 1,28s 2,07s 4,90s 4,44dt J22'23=12H2

’
6,02dd J=10Hz

3,2
J2’4=2Hz 6,55dd J=10Hz

3,2
J3’4=2,5Hz 5,6m 2,08s

Hcorrespondientesaloscompuestos34,

-TMS).DesplazamientosquímicosexpresadosenS.

40

0,76s 1,03d J=7Hz 1,48s 2,06s 4,39s 4,44dt J=12Hz

22,23

J-3Hz
22,20

5,96d J-10n;
3.2

6,78dd J33-10Hz J=4-4,5H2

3,4
4,54d

J=4-4,SH2 5,95d J=SHz

37,59,4_0_yo.(100MHz,

0,76s 1,03d J=7Hz 1,28s 2,06s
.4,87s ’4,44dt J=12Hz

22,23

Jzz'zo=3Hz
6,02d J3'2=10Hz 6,78dd J3'2=10Hz JSI4=4,SH2

5,80d
J=4,5H2 6,11d J=SHz 2,08s
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Tabla8:EspectrosdeRMN-13€correspondientesaloscompuestos31,52,49y60.(257MHz,

,4.

DCC13-TMS).Losdesplazamientosquímicosseexpresanend .

Carbono3157El(SFORD)S94060Carbono37S731(SFORD)S94060

VI

1200,2200,39199,71201,22201,221523,923,99t23,9424,3524,25 2127,6127,23

'U

127,56130,77133,531627,227,34t27,2227,2727,24

3143,0143,37

'U

142,54142,57140,031757,351,77Fd51,7252,0952.00

466,665,75dd66,0769,9069,961311,311,35q11,3011,36 573,673,23 666,066,09 739,039,02 335,035,11 945,345,99

11,30

73,00123,94130,65190.99.91q9.91’f**

¡h

66,07127,7127,262038,738,75d38,9238,8538,79 39,3129,8929,632113,313,31q13,3113,3613,31 35,0231,063*2273,273,62d73,4373,7773,16 45,3142,3542,342329,329,91t29,7629,3930,06

1055,357,29s57,353*51,5524152,9153,34s156,50152,60156,79

'uu-U'U

1122,722,72t22,663*21,7725125,7125,56s121,32125,60121,72 1239,339,33

0-)

39,1339,639,5326166,9166,37s164,91167,90167,92

1343,143,15s43,0942,742,762757,356,90t57,1257,41 1457,255,23

57,96

55,2556,21**2320,620,04q20,5319,9720,5

'U

9H3coo---20,37-20,37cusgoo---170,60-**
n“noseobservanseñales
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Tabla 9 : Espectros de masa correspondientes al grupo 2

ód-cloro-SB-hidrowithafaferina A 31

m/e intensidad relativa asignación

506 3,1 M+

470 3,0 M-ClH

454 2,2 M+2-3 HZO

452 2,9 M-SHZO

434 2,4 M-ClH-ZHZO

197 23,6 ión b

141 96,6 ión a

123 68 ión a-HZO
95 100 123-C0

67 25,7 9S-CO
+

84 53,7 CSHBO
+

43 11,7 C3H7

5,6-desoxiwithaferina A diacetilada 59

m/e intensidad relativa asigna;i6n

538 4,4 M+

478 15,9 M-ACOH

418 20,8 M-ZACOH

307 7,3 M-AcOH-171
(ruptura 2)

282 4,5 M-AcOH-211
(ruptura 4)



Tabla 9:(cont.)

m/e

197

141

124

123

95

67

55

43

intensidad relativa

13,0

20,7

58,5

81,6

54,6

25,3

100

2,3-dihidrowithaferina A 34

m/e

471

470

454

436

418

347

304

197

169

143

141

125

123

intensidad relativa

95

asignación

ión b

asignación

M++1

M+

M-HZO

M-ZHZO

M-3H20

M-125 (M-(f-1))

M-168 (M-(c-1))

ión b

ión c

ión a-HZO
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Tabla 9: cont.)

m/e intensidad relativa asignación

95 67,3 123-CO

67 66,3 95-CO
+

55 68,0 C4H7
+

43 53,7 CSH7
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withaferina A . Aparece un multiplete ancho a 6 5,04 ppm compro­
13bándose a partir del espectro de RMN-C por irradiación selecti­

va que correspondía a protones unidos al carbono 4.

El espectro RMN-13C (tabla'8) presentaba una señal caracterís­

tica poco común a 6 9,9 ppm. No aparecían las señales típicas de

un epóxido y si las señales a6 78,23 ppmy 66,09 ppm que se jus­

tificarían por la presencia de un grupo cloro o hidroxilo como

sustituyentes de C-S y/o C-ó. Comparandocon valores de litera­

tura se identificó al compuesto ¿Z comoóü-cloro-S &hidroxiwitha­

ferina A . Así el acoplamiento adicional observado para el H-Z

se produciría a1 abrirse el epóxido para formar una clorohidrina;

el hidrógeno 4 q ecuatorial en withaferina A g se convierte en

hidrógeno axial y la constante de acoplamiento alílico entre los

H-Z y H-4 pasa a ser importante. Las variaciones del acoplamiento

alílico en relación a 1a estereoquímica han sido bien documentadas.76

En withaferina A el ángulo entre H-C-Z, el H-C-3 y el 4a-H ecua­

torial es pequeño y no hay acoplamiento (figura 28, págóS). Para

el compuesto El este ángulo con el 4a-H axial pasa de ser aproxi­

madamente 50°y aparece acoplamiento(figura 46). Este cambio de po­

sición del 4a-H, justifica también la variación del JB,4 que pasa
de S Hz en withaferina A a 2,4 Hz en el 6G-cloro-SB-hidroxiwitha­

ferina A.

13€ la asignación de las señales corres­En el espectro de RMN­

pondientes a los carbonos 4, 10, 14, 17 y 27 fue modificada res­

pecto del espectro descripto en literatura en base al espectro
obtenido con irradiación selectiva de los protones fuera de re­

sonancia (-4 ppm) como se indica en la tabla 8.
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Figura 46: Anillos A y B en 6a- cloro-SB—hidroxiwithaferina A gl

La señal a 6 65,75 ppm se presentaba como doble doblete y fue

asignadosal C-4 debido a la existencia de acoplamiento residual

entre este carbono y el H-C-S. El grupo de señales a 657,29 ppm,

55,28 ppm, 51,77 ppm y 56,90 ppm se presentaban respectivamente

comosingulete, doblete,dob1ete y triplete. Las señales singulete

y triplete se asignaron sin ambiguedadal C-10 y C-27 respectiva­

mente. Tanto la señal de C-14 como de C-17 darían lugar a un do­

blete. Se asignó la señal a 655,28 ppm al C-14 y a 551,77 ppm

a C-17, por comparación de estas señales con las correspondientes

en withaferina A g (tabla 6).
Se encuentra descripta en la literatura la reacción de 6°‘

cloro-SB-hidroxiwithanólido E_5g con acético glacial-AcONa a re­

flujo para dar el withanólido E lg a través de una SNZintramole­
cular.9
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OH \ OH \

¡OH

En forma similar se trató a la 6a-cloro-SB-hidroxíwíthaferina

A ¿1 obteniéndose en este caso el producto díacetilado ¿2. La pre­

sencia del grupo hidroxilo en posición 4B desfavorecería la SN2
intramolecular que llevaría a la formación de withaferina A g.
El diacetato de 60*c10r0-5B-hidroxíwithaferina A fue identifica­

do por Espectroscopía de RMN—]Hy RMN-13€ (tablas 7 y 8)¡ La pree

sencia de grupos acetato origina una señal a 6170,60 ppmen el es­

pectro de RMN-13€,debida a1 carbono carbonílico y otra señal adi­

cional con respecto al espectro del óa-cloro-SB-hidroxiwíthaferina

A _1 (tabla 8) a ó 20,87 ppm debida al metilo del acetato.

no 0“:
C
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Se observa además, como se mencionó anteriormente (ver pág.74)

que la introducción de un grupo acetato en C-27 desplaza la se­

ñal del C-24 a campos más bajos y causa protección en el C-ZS.

La señal del C-4 en el eSpectro RMN-13C varía muy poco al intro­

ducir un grupo acetato en este carbono (tabla 8). La acetilación

en posición 4 se manifiesta mejor en el espectro RMN-1Hen el

cual la señal del H-C-4 se desplaza de 6 5,04 ppm en óa-cloro­

SB-hidroxiwithaferina A a 5 5,6 ppmen el compuesto acetilado.

En este eSpectro también se modifica la resonancia de los H-C-27

que pasa de 64,38 ppm en el compuesto ¿g a 5 4,9 ppm en el acetila­

do y aparece una señal adicional enJ 2,08 ppm debida a los gru­

pos acetato.

5,6-desoxiwithaferina A 40

El espectro de RMN-13C del compuesto ig mostraba 8 carbonos

spz, dos de los cuales correspondían a carbonos carbonílicos en

C-1 y C-26 (tabla 11) y no aparecían señales características de

los esquemas de sustitución 5,6 presentes en jaborosalactona A ll,

jaborosalactona Dgg o jaborosalactona E á; (tabla 6). Las se­

ñales observadas en este espectro de RMN-1H (tabla 10) debidas a

los anillos D y E indicaban que se trataba de un withanólido si­

milar a withaferina A en esta parte de la molécula. Comparando

con los withanólidos descriptos en literatura con tres dobles en­

laces surgió que el compuesto correspondía a la 5,6-desoxiwitha­

ferina A.7 Para completar su identificación, este compuesto se a­

cetiló con una mezcla anhídrido acético/piridina obteniéndose el
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acetato de 5,6-desoxiwithaferina A gg descripto previamente en

literatura.7 En las tablas 10 y 11 se dan los desplaiamientos quí­
micos de RMN-1 13H y RMN- C respectivamente, correspondientes a1

compuesto acetilado y en la tabla 9 se indican los principales

fragmentos observados en su espectro de masas. En todos los casos

los valores obtenidos concuerdan con los descriptos en literatura.

OA:

7



Grupo 3:

2,3-dihidro-3-etoxi-jaborosalactona A 42

En el espectro de RMN-1H(tabla 10) del compuesto ¿g había ausen­

cia de señales correspondientes a protones vinílicos. Untriple­

te a 6 1,16 ppm (J:7Hz) y un cuarteto a 6 3,54 ppm (J:7Hz) indi­

caban la presencia de un grupo etoxilo.El resto de las señales era

similar a las de jaborosalactona A 11.54

En el espectro de RMN-13C las señales correspondientes a los

anillos C, D y E eran casi idénticas a las originadas por los car­

bonos de jaborosalactona A pertenecientes a estos anillos (tablaó).

La presencia del par de señales a 6 64,80 ppm y 60,18 ppm, sugería
la presencia de un epóxido en posición 5,6; la principal diferen­

cia con respecto a1 espectro de RMN-13C de jaborosalactona A era

Ia ausencia de las señales correspondientes a los carbonos 2 y 3

pertenecientes a un sistema 1-ona-a,B-insaturado. La presencia de

dos señales adicionales a 6 64,36 ppm y 15,54 ppm se atribuyeron

a la presencia del grupo etoxilo. Dado que este compuesto fue

aislado de un extracto etanólico, se pensó en la formación de un

artefacto durante el tratamiento con etanol en caliente similar

a la formación de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A á; con metanol
1en caliente a partir de withaferina A g. Asíeneleápectro de RMN-H,

el doble doblete a 62,80 ppm se asignó al H-C-Z (Jz 3:15Hz;J3 4:
4 y 6Hz) y e] multiplete a 6 3,80 ppm a1 H-C3. En el espectro de

RMN-13€ (tabla 11 ) la señal a 6 75,34 ppm se asignó a1 C-3 uni­

do a un grupo etoxilo y la señal a 6 39,14 ppm al C-Z. Se intentó
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Tabla 10: Espectros de RMN-1Hde los compuestos ¿2, 43, 44 y 42.

(100 MHZ,DCC13-TMS).LOSdesplazamientos químicos se expresan en ó.

Protón í; 43 44_ í;

Me-18 0,68 s 0,76 s 0,77 s 0,67 s

Me-21 0,99 d 1,01 d 1,03 d 0,9.7 d

J=7Hz J=6Hz J=7Hz J=6Hz

Me-19 1,31 5 1,31 s 1,29 s 1,16 s

Me-28 2,03 s 2,06 s 2,05 s 2,05 s

H-27 4,38 s 4,38 s 4,39 s 4,37 s

H-ZZ 4,42 dt 4,46 dt 4,46 dt 4,42 dt

J22,23=3Hz J22,23=3Hz J22 2Í3Hz J22123=3Hz

J22,20=12Hz J22,20=12Hz J22,20=12Hz J22,20=12Hz
H-Z 2,80 ddd 5,82 dd 5,84 dd --­

J7 3=15Hz J2 3=10Hz J2 3=10Hz

J3’4=6Hz J2,4=2Hz J2,4=2Hz

J3,4=4Hz

H-3 3,80 m 6,56 ddd 6,60 ddd --­

J3,2=10Hz J3,2=10Hz

J3’4=5Hz J3,4=5Hz

J3,4=2Hz J3’4=2Hz

H-4 --- 2,40 m 2,60 m --­

H-6 3,24 ba 3,92 ba 3,92 ba --­

01130 —-- 3,02 s

CHSCHZO 1,16 t --- 1,02 t '"'
J-7Hz J=7Hz

CHSCHZO 3,54 q --- 3,14 q --­
J=7Hz J=7Hz



Tabla11:EspectrosdeRMN-13€correspondientesaloscompuestosig,42,43yii(25,2MHz,

DCCls-TMS).De5plazamíentosquímicosexpresadosen; .

Carbono42434445Carbono42434445

1209,62203,79203,30212,371524,2724,3324,3224,26 239,14129,23129,1330,341627,2627,3427,2327,27 375,34133,70133,7629,161751,9652,2952,2252,27 429,62.27,6023,2235,221311,5312,2512,24_11,62 564,3031,5131,2364,251915,3615,7615,7513,36 660,1363,7169,2660,452033,7639,0233,9133,74 729,3930,0129,3329,332113,3113,3213,3113,34 331,2333,9234,1331,372273,6673,9073,3373,76 942,3143,2143,0942,972329,4429,9023,3329,33
1050,3352,5052,4451,9424152,50152,72152,63152,62 1121,5623,4123,3321,9625125,66125,72125,57125,53 1239,1440,1340,0439,2226166,70166,32166,36166,75 1342,6541,2041,0342,692757,3657,4557,4457,34 1456,1255,6355,6155,952319,9319,9319,9719,93 09113_-49,71--' guscuzo15,54-15,61­

CH3QII2064,3657,30­

104
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sintetizar la 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A a partir de
jaborosalactona A por tratamiento con etanol-AcONa a reflujo (en

condiciones similares a la preparación de la 2,3-dihidro-3-metoxi­

withaferina A) observándose reacción luego de 9 horas. En estas

condiciones se obtuvo una mezcla de productos de descomposición

distintos al compuestodeseado que no fueron identificados.

SG-metoxi-4,S-dihidrojaborosalactona B 43

El compuesto í; presentaba en su espectro de masas un ión mo­

lecular a m/e=486 y fragmentos a m/e=468 (M-HZO), 454 (M-MeOH),

y 436 (M-HZO-MeOH)indicando la presencia de un grupo metoxilo
en la estructura del withanólido (tabla 12).

13C (tabla 11) era muy similar al de jabo­El espectro de RMN­

rosalactona D gi (tabla 6) excepto por las señales correspondien­
tes alos carbonos 4, 5 y 6 y a la presencia de una señal adicional

en 6 49,7 ppm asignada a un grupo metoxilo en posición S. Este car­

bono presentaba la tipica desprotección (aproximadamente 4 ppm)

debida a la metilación del grupo hídroxilo en posición 5. Este

metilo aparecía a camposaltos, si comparamoscon el valor corres­

pondiente al metoxilo de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A ggó4

que aparece a 6 56,85 ppm lo que indicaba 1a presencia de un meto­

xilo protegido. Esto puede explicarse considerando que el grupo

metoxilo se ubica por debajo del anillo A en el cono de protección

del grupo carbonilo y del doble enlace 2,3 como se representa en

la figura 47. La influencia del grupo carbonilo es en este casoparti­

cularmente interesante debido a que la anisotropía magnética de­

grupos vecinos no suele influir apreciablemente en los deSplaza­
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Tabla 12 : Espectros de masa de los compuestos del grupo 3.

Su-metoxí-4,S-dihidrojaborosalactona B 43

m/e intensidad relativa asignación

488 1,6 M+2

487 1,6 M+1

486 4,0 M

469 1,9 M+1-H20

468 6,1 M-HZO

454 1,0 M-MeOH

450 1,5 M-2 HZO

436 4,9 M-MeOH-HZO

418 5,3 M-MeOH-ZHZO

345 1,2 M-141

315 2,6 ruptura 2

197 15,3 ión b

141 28,5 ión a

123 20,9 ión a-HZO

95 24,3 123-C0

67 9,8 95-CO

45 100 CZHSO+

43 13,7 C3H7+



Tabla 12 :(cont.)

5a-etoxi-4,S-dihidrojaborosalactona B 44

m/e

502

501

500

484

483

482

456

455

454

438

437

436

420

419

418

329

197

141

123

95

67

55

43

intensidad relativa

4,3

14,9

40,3

4,8

20,5

62,8

5,0

6,9

19,1

12,5

37,8

4,3

12,0

33,8

10,0

100

107

asignación

M+1-H,o

M-HZO

M+2-EtOH

M+1-EtOH

M-EtOH

M+2-EtOH-HZO

M+1-Et0H-H20

M-EtOH-HZO

M+2-EtOH-ZH20

M+1-EtOH-2HZO

M-EtOH-ZHZ)

M-171 (ruptura 2)

ión b
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'Tabla 12: cont.

2,3-dihidrojaborosa1actona A 45

m/e intensidad relativa asignación

457 3,8 M+1

456 7,7 M

438 5,2 M-HZO

420 8,2 M—2H20

315 4,8 M-ión a

297 3,9 M-ión a -H20

285 8,6 M-171 (ruptura 2)

245 10,6 M-211 (ruptura 4)

227 18,5 M-211-H20

197 5,8 ión b

141 100 ión a

140 28,6 ión d

127 12,2 ión e

¡23 57 ión a-HE

95 38,5 123-C0

34 32,7 C5H80+

67 20,3 95-CO

55 36,19 C4H7+

43 23,7 C3H7+
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\\\ o

Figura 47: Estereoquímica de los anillos A)rB en el compuesto 43

mientos químicos de C.

E1 espectro RMN-1H(tabla 10) del compuesto í; era muy similar

al de jaborosalactona D ¿255 excepto por una señal extra a 6 3,02 ppm

asignada a los protones del grupo metilo en posición S.Nuevamente

este metilo aparecía a camposaltos con respecto al metoxilo de 2,3­

dihidro-3-metoxiwithaferina A1;,“ lo que se explica como se men­

cionó anteriormenternr 1a ubicación del metoxilo con respecto al

anillo A (figura 47).

En base a lo dicho anteriormente el compuestoí; se identificó
como50-metoxi-4,S-dihidrojaborosalactona B, el cual se formaría

durante la extracción con metanol en caliente en presencia de trazas

de ácido a partir de jaborosalactona A ll. La estructura y estereo­

química de este compuestoseconfirmaron por tratamiento de jaborosa­
lactona A connwtanol-ácido sulfúrico, obteniéndose un producto

idéntico al aislado.
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Sa-etoxi-4¿5—dihidroiaborosalactona B 44

El compuesto ¿í presentaba en su espectro de masas un ión mo­

lecular a m/e=500 y fragmentos a m/e=482 (M-HZO), 454 (M-EtOH)

y 436 (M-HZO-EtOH)(tabla 12) indicando la presencia de un grupo
etoxilo en la estructura del withanólido. Los espectros de RMN-‘H

y 13€ del compuesto ii (tablas 10 y 11) eran casi idénticos a los

del compuest04;_excepto por la señal del metoxilo observada en í;

la cual era reemplazada por señales correspondientes a un grupo

etoxilc. Nuevamenteresultó evidente en ambos espectros el efecto

de protección de la enona del anillo A sobre el metileno del gru­

po etilo. Por lo tanto el compuestoii se identificó como51-eto­
xi-4,S-dihidrojaborosalactona B.

A pesar de que Vande Velde y col. propusieron al Si-etoxi-l-oxo­

68,14u,17B,ZO-tetrahidro-ZOS,22R-witha-2,24-dien61ido gl comoun

compuesto natural aislado de Withania somnífera,77 la presenCía de

¿á y ii en extractos obtenidos con metano] y etanol en caliente

respectivamente, indicaría que el compuesto anteriormente menciona­

do no es en realidad un compuesto natural como indicaron los au­

tores, sino un artefacto obtenido en alguna etapa del aislamiento

del mismopor reacción de withanólído E lg con etanol.

OH \ 0H \
\o o

g OH o

o

Et-ó
fl OH



2,3-dihidrojaborosalactona A 45

El compuesto ¿á presentaba un tiempo de retención ligeramente

menor que jaborosalactona A ll al ser analizado por CLARen fase

reversa (ver pág.46,figuralg); en base a las siguientes evidencias

fue identificado como2,3-dihidrojaborosalactona A.

El espectro de RMN-13C (tabla 11) mostraba la presencia de

dos carbonilos y dos carbonos adicionales spz. Estos dos carbonos

y uno de los carbonilos correSpondían al anillo lactónico insatu­

rado. El segundo carbonilo (ó 212,87 ppm) se asignó a un grupo

ceto en C-1, el cual en ausencia de un doble enlace 2,3 resonaba

a campos más bajos (9 ppm) comparado con el C-1 de la jaborosalaco

tona A ll (tabla 6). Las señales correspondientes a los anillos

C, D y E eran casi idénticas a las originadas por los carbonos

pertenecientes a estos anillos en jaborosalactona A (tabla 6),

observándose además para el compuesto ¿á dos señales adicionales

a campos altos,6 30,34 ppmy 629,16 ppm, que fueron asignadas res­

pectivamente a los carbonos 2 y 3. La ausencia del sistema 1-ona

a &insaturado modificaba también 1a resonancia del CH-19 el
3

cual aparecia en el compuesto ¿á desprotegido (3,3 ppm) con res­

pecto a dicho metilo en jaborosalactona A (tabla 6 ).

El espectro de masas mostraba un ión molecular a m/e=456 y

fragmentos a m/e=153y 140 (tabla 12), los cuales fueron atribui­

dos al anillo A más los carbonos 6, 7 y 19 y 6 y 19 respectivamen­

te (figura ig).
En las figuras 4 v 5 se representan los espectros de RMN-‘H

13y de RMN- C obtenidos para este compuesto.
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OH

J\
+ m/e:153

4. .

OH

\_ m/e: 140

OH

Figura 48: Fragmentación de los anillos A y B en la 2,3-dihidro­

jaborosalactona A ii.

La estructura propuesta se confirmó por hidroxilación cata­

lítica del doble enlace de jaborosalactona A ll. Se utilizó como

catalizador una solución prermducida de dióxido de platino en dio­

xano, método utilizado por Kupchanpara 1a obtención de 2,3-di­

hidrowithaferina A ¿í a partir de withaferina A g¿21Enliteratura

se halla descripta la hídrogenacíón de jaborosalactona A ll con

paladio comocatalizador,54según 1a cual se obtiene comoproducto

laZ,3-dihidro-27-desoxijaborosalactona A gg. A1utilizar platino
comocatalizador se obtuvo una mezcla de productos, de 1a cual

se aisló por CLARen fase reversa comocomponente principal un pro­

ducto idéntico a 1a 2,3-dihídrojaborosalactona A natural.
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Figura 49: Espectro de RMN-1Hde 2,3-dihídro-jaborosalactona A ¿á

(100 MHZ4DCC13-TMS).



0

lll Kl

ppm

Figuraso:EspectrodeRMN-13€de2,3-dihidrojaboro-TMS).

salactonaAgg.(25,2MHz,DCC13

114



BIOSINTESIS DE WITHANOLIDOS

EN ACNISTUS BREVIFLORUS
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ANTECEDENTES

En un estudio biosintético preliminar con 1a planta Withania

somnífera, Loddeyy col. identificaron comoesteroles principales

de esa planta a campesterol gg, 24-metilcolesta-S,24-díen-3B-ol gi,

sitosterol gi, stígmasterol gg, y ZB-isofucosterol 91; también se
identificaron cantidades menoresy variables de 24-metilencoleste­

rol gg (generalmente menos del 2 %del total de esteroles).78 (Fi­

gura 51)

Por otra parte en cultivos "in vitro” de yemas de Withania

somnífera no se encontraron withanólidos en cantidad detectable;

sin embargo se aislaron de dichos cultivos cantidades comparativa­

mente grandes de 24-metilencolesterol.79

En base a estos resultados se consideraron posibles precursores

de withanólidos al campesterol, 24-metí1colesta-5,24-dien-38-ol y
24-metilencolesterol, todos ellos fitosteroles de 28 carbonos.

Posteriormente Lockley y colaboradores estudiaron la incorpora­

ción de 24(R,S)-24-metí1(28-3H)colesterol (o sea una mezcla de cam­

pesterol (28-3H) y dihidrobrasícasterol (28-3H) gg y 24-metilenco­

lesterol 28-3H, observándose marcación con tritio en los withanóli­

dos aislados sólo en las experiencias realizadas con 24Fmetilenco­
lesterol.58

H0
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HO HO

Campesterol g; 24-metilcolesta-5,Z4-díen-38-01 gi

\

H0 HO

sitosterol Q2 stigmasterol gg

l

H0 Ho

28-isofucosterol 91 24-metilenc01esterol gg

Figura 51 Esteroles aislados de Withania somnífera.59
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Se hicieron también experiencias para determinar si otros 4-des­
metílesteroles estaban involucrados en la biosíntesis de withanóli­

58 Los trabajos efectuados para investigar la intermediación deldos.

24-metilcolesta-5,24-dien-36-d.arrojaron resultados confusos; no se
encontró marcación de tritio en withanólidos aislados de "¿thania

Bomnífera a la que se administró 24-metilcolesta-5,24-dien-38-ol

(28-3H) pero sin embargo se observó una gran pérdida de tritio del

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

tanto no pudo descartarse totalmente a este esterol comoposible

precursor de withanólidos. En la figura 52 se encuentra resumido el

resultado de estosTestupios biosintéticos.
\\ OH

o O

O

¿b ——->n
HO

2€ OH É
T

T T / 7 TT T\

\
H0 H0

_6_3_ y 6 6_4_

Figura 52: Posibles precursores de los withanólidos.
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En un mismo experimento y con fines de comparación los autores

administraron a plantas de Withania somnífera una mezcla de Z4-mev

tilencolesterol (28-3H) y 3-(R,S)-mevalonolactona (2-14C) y es in­

teresante señalar que la relación deradkmcthúdad 3H/MC que es una

medida de la incorporación relativaal esterol de la mevalonolac­

tona, no fue idéntica para el withanólido D g, y withaferina A g

sino que fue significativamente mayor para el primero.58 Esto pue­

de admitír variadas interpretaciones, por ejemplo puede representar

una compartimentalización de los sitios de biosíntesis o bien de

las reservas de precursores de los dos withanólidos, o podría de­

berse a diferentes efectos isotópicos que conducen a 1a withaferina

A y el withanólido D.
44Por otra parte aunque Vande Velde y colaboradores considera­

ron, como se mencionó en el capítulo I (pág. 17), a1 ergosta-5,25—

_dien-38-24-diol ¿Q comoposible precursor de withanólidos, la in­
tervención de este esterol o la de 24-meti1encolesterol en la bio­

síntesis de withanólidos no fue confirmada. Sin embargo, si alguno

de éstos u otro esterol ahnúlado en C-24 estuviera presente en el

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

ción de uno de los metilos proquirales (26 6 27) a carboxilo, dan­

do el anillo lactónico característico de estos compuestos.

En este trabajo de tesis se intentó determinar el origen bio­

genético de los carbonos 26, 27 y 28 de los withanólidos; con es­

te fin se estudió la incorporación de tres precursores simples:
a) (R,S)-mevalonolactona-2-14C.

b) D,L-metionina-14CH3.
14c) acetato de sodio-l- C.



Figura 53: Posible origen biogenético de los carbonos 26 y 27 de

los withanólidos.

Los carbonos 26 y Z7 deberían provenir de los carbonos 2 y 3

de 1a mevalonolactona dependiendo de cuál de los metilos proqui­
rales del esterol precursor se oxide a carboxilo. En Physalis

peruviana se ha establecido que el metilo pro R de varios 24-a1­

quil esteroles proviene del carbono 2 de 1a mevalonolactona.80 En

1a figura 53 se indican los carbonos involucrados tomando como e­

jemplo de esterol precursor al 24-meti1encolesterol y comowithav
nólido biosintetizado a la withaferina A 8,

Por otra parte el origen biogenético de estos carbonos se po­

dría determinar utilizando acetato de sodio-1-2-13C comoprecursor.
Considerando la localización de marcas en el 24-metilencolesterol

14 81
9C el esqueleto withanó­biosintetizado a partir de acetato-1­

lido quedaría marcado comose indica en la figura 54 si éste se

biosintetizara a partir de dicho precursor simple.
Si se pudieran aislar withanólidos bíosintetizados a partir

de acetato de sodio-1,2-13C2, quedarían marcados simultáneamente
los carbonos ZS y 26 o 25 y 27 dependiendo del origen de estos car­
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| __4 ——4
gfl¿gONa

H0 o
HO

Figura 54: Posible distribución de la marca en withaferina A bio­
13

sintetizada a partir de acetato-1-2- C2 (los trazos
gruesos indican unidades intactas de acetato).

bonos, el cual se podría discriminar por análisis de los acoplar
mientos 13C-13 13C en el espectro de RMN- C de dichos withanólidos.

Se vería aumentadoel tamaño de los satélites correspondientes

a la señal del carbono 26 si los carbonos 25 y 26 provinieran de

una misma unidad de acetato; en cambio si fueran los carbonos 25

y 27 los que derivaran de una unidad intacta de acetato se obser­

varïa un aumentode los satélites de acoplamiento correspondientes

al carbono 27. Se debe recordar que estos satélites normalmente

no se observan en compuestos naturales debido a 1a baja abundancia
13 13natural de unidades C- C la cual es aproximadamente 0,01%.

Por otra parte, el carbono 28 derivaría de una reacción de tras­

metilación desde la S-adenosilmetionina hacia un esterol precursor.82'83

Estudios realizados permiten suponer el mecanismode alquilación

esquematizado en la figura SS.



(35/
CH3 \ H ¡“2 H3Na ¿CY-a

Figura 55: Posible mecanismode alquilación de un esterol precur­

sor de withanólidos que daría lugar al carbono 28.82

La incorporación de D,L-metionina-14CH3 en el C-28 de withanó­
lidos confirmaría esta suposición.
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DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Para poder llevar a cabo los estudios biosintéticos mencionados

anteriormente, fue necesario en primer lugar encontrar condiciones

de cultivo reproducibles de las plantas de Acnistus breviflorus

a partir de semillas provenientes de la provincia de Tucumány

realizar el análisis cuantitativo de los withanólidos presentes
en las distintas etapas de crecimiento. Posteriormente se lleva­

ron a cabo los ensayos de incorporación de precursores y las reac­

ciones de degradación del esqueleto withanólido que permitieran
aislar los carbonos de interés.

Condiciones de cultivo de las plantas de Acnistus brevifloru&

Aislamiento,separaci6n y análisis cuantitativo de los withanólidos

Con el fin de sistematizar las condiciones de cultivo, las se­
millas de Acnistus breviflorus se cultivaron en una cámara de cre­

cimiento especialmente construída, comose describe en la parte

experimental, haciéndolas germinar en tierra, arena y solución
4 . .8 leniendo en cuenta los resultados menc1onados en el ca­salina.

pítulo III, el aislamiento de los withanólidos se realizó por ex­
tracción directa de las plantas con éter etílico en frío duran­

te 24 horas. En una primera etapa la separación de withanólidos

se logró por cromatografía bidimensional del extracto según el
8método de Lockley5 usando acetato de etilo-benceno (4:1) (o aceta­

to de etilo-tolueno (4:1)) y metanol-cloruro de metileno (1:14)
comosolvente de desarrollo. Posteriormente la cuantificación de



124

los withanólidos se llevó a cabo por C°mPaT3Cióncromatográfíca

con soluciones patrones utilizando placas de sílicagel de ZSOLm,

o por CLARmediante el método del estandar externo, ambos descrip­

tos en detalle en el capítulo III (ver págSl).

Contenido de withanólidos en las distintas etapas de crecimiento

de las plantículas de ACHistusbreviflorus

El contenido de withanólidos en las distintas etapas de cre­

cimiento de las plantículas de Acnistus breviflamsse determinó

por comparación cromatógráfica con soluciones patrones. Los resul­

tados obtenidos se resumen en las tablas 13 y 14. En ambos casos

aparecen alrededor del día 15 manchas que revelan comowithanólidos

sin corresponder a ninguno de los patrones aislados de Acnistus

breviflorw, por lo que se podría tratar de probables precursores

de los mismos. La planta biosintetizaría withanólidos en cantidad

apreciable entre los días 14 y 18, lo cual indica que este sería

el momentoapTOpiado para obtener la máxima incorporación especí­

fica de precursores marcados. Másadelante se detallan experiencias
14realizadas con distintos trazadores marcados con C que confirman

esta suposición.



Tabla13:Germinaciónensoluciónsalina

Edad días036912151824 withaferínaAQ0,00,00,00,00,070,750,75
ugr/planta

jaborosalactonaD290,00,00,00,00,070,500,50

_—aa

ugr/planta0,750,75

jaborosalactonaAll0,00,00,0-0,00,0?0,50,5
ugr/planta

SEMILLASBROTESPLANTICULAS
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Tabla14:Germinacíóncnarena Edad012IS1824días withaferinaAg0,00,091,0a1,51,0
ugr/planta(0,S)*

jaborosolactonaD¿g0,00,0?1,0(0,S)*1,0
ugr/planta

jaborosolactonaAll0,00,0?1,0(0,5)*1.0
ugr/planta

SEMILLASBROTESPLANTICULAS(BROTES)*
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Ensayos de incorporación de precursores

Comose mencionó al comienzo de este capítulo, los estudios

biosintéticos se basaron en el análisis de las incorporaciones

de R,S-mevalonolactona-2-14C, D,L-metionina-14CH3 y acetato de so­
dio-1-14C en withanólidos. A continuación se detallan los resulta­

dos obtenidos en cada uno de ellos.

Incorporación de R,S-mevalonolactona-2-14C

Para estudiar la incorporación de mevalonolactona se probaron

las siguientes formas de administración:

Método A: Vía tallos en hojas aisladas

Método B: Vía raíces de planticulas en arena

Métodoc; viaraíces de brotes y plantículas en solución salina.

En el primer caso (métodoA) se sumergió el tallo de una hoja

recién cortada en una solución acuosa del precursor. En el segun­

do caso (método B) las semillas de Acnistus breviflorus , previa­

mente lavadas con una solución de hipoclorito de sodio se germina­
14C se administróron en arena calcinada, y la mevalonolactona-Z­

en la solución de riegosán el momentodeseado. Finalmente el mé­

todo C consistió en sumergir las raíces de brotes o plantículas
en una solución acuosa de mevalonolactona-2-14c. En la tabla 15

se resumen los resultados obtenidos al administrar mevalonolactona­

2-14C de actividad específica 4,7 mCí/mMoly 53 mCi/mMol.



Tabla15:IncorporacióndeR,S-mevalonolactona-2-14C

Edad'MevalonolactonaTiempo%IncorporacíónabsolutaWA8WAg díasmCí/mMolugrhorasWA8JLAllJLDggmCi/mMol%inc.enmasa

1124,716,3720,60,10,2-'­

Brotcsen

2501-salin"124,791,3722,20,10,3-­

Plantículas

4enarena304,713,8480,50,050,05

Plantículas

6ensol.154,7138,0723,90,30,41.917.7 7154,7138,01442,10,20,30,662,8

9053,027,0170,83,2-0,030,0013

Hojasen

9 _9053,026,7248,13,3-0,130,047

sol.sallna

109053,026,3488,13,5-0,140,038 *AislamientoyanáliSiscuantitativodewithanólidosporccdensílícage]
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Entre los resultados que surgen de la tabla 15 cabe mencibnar el

hecho de que al aumentar el porcentaje de mevalonolactona-2-14C

administrada, se observó mayor incorporación en withaferina A g

(experiencias 1 y 2). Dado que las incorporaciones en withaferina A

disminuyen luego del tercer día de administración (experiencias 3

a 7) se puede concluir que la withaferina A no se acumula en el

vegetal sino que es metabolizada a otros compuestos distintos de

jaborosalactona A ll y jaborosalactona D gg. La mayor incorporación

en masa observada al administrar mevalonolactona-214C a plantículas

de 15 dias de edad (experiencias S a 7) estaría de acuerdo con

los reafltados mencionados anteriormente, según los cuales los wi­

thanólidos se biosintetizarían en cantidades apreciables- entre los

días 14 y 18 del proceso biosintétiCO­

En las experiencias 8 a 9 el precursor se administró a una

hoja de tres meses de edad según el método A, observándose un aumen­

to notable en la incorporación en withaferina A entre las 17 y 24

horas de administración,mientras que entre las 24 y 48 horas de ad­

ministración la incorporación para este withanólido se mantiene

estable2 por otra parte la incorporación en jaborosalactona A no
varia significativamente entre las 17 horas y 48 horas de adminis­
tración.

La estereoquímica de la mevalonolactona-Z-14 C que quedaba sin

incorporar en las experiencias detalladas en la tabla 15, fue de­

terminada sumergiendo nuevas plantas en el agua remanente en los

vasos usados para administrar mevalonolactona-Z-14C durante uno,

dos y tres días. En las tres experiencias se aislaron withanóli­

dos marcados, lo cual indicó que quedaba sin incorporar una mezcla

de R,S mevalonolactona-2-14C.
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Incorporación de D,L-metionina-14CH1

En la tabla 16 se resumen los resultados obtenidos por adminis­

tración de metionina-“CH3 de actividad especifica S mCi/mMoly
56,7 mCi/mMola Acnistus breviflorus _ En todos 1os casos los wi­

thanólidos se aislaron y cuantíficaron por CLARusando columnas

de sílicagel (ver pág.51).

Analizando los resultados de la tabla 16 se observa que al ad­

ministrar este precursor a plantículas de 15 días de edad (expe­

riencia 1) la incorporación en masa fue muy superior a la obtenida

en el resto de las experiencias (2 a 7) comoera de esperar.

Si se compara la incorporación obtenida a1 administrar un pul­
so de metionina (experiencias 5, 6 y 7) con la obtenidaen las expe

riencias 2,3 yd, se ve que en ambos casos la incorporación aumen­

tó con el tiempo lo cual indicaría la existencia de una reserva

interna grande de este precursor que diluye la metionina adminis­
trada en ambos casos. Comparando ambos grupos de experiencias se

observa que las masas de withaferina A biosintetizadas son simila­

res, lo cual indica que el sistema estaba usando toda su capacidad

biosintética. Por otra parte las actividades específicas relativas
fueron del mismo orden aumentando en el mismo sentido, lo cual

indica que una vez que la metionina administrada se diluyó en la

reserva interna existente, no sufrió nuevas diluciones y siguió

los mismos caminos independientemente de la masa de metionina ad­

ministrada.
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Tabla16:Incorporacióndemetíonina-CH

3

EdadMetioninaTiempo%Incorporaci6nabsolutaWA8WAg

mCí/mMolugrhorasWAgJLAllJLD22mCí/mMol%inc.enmasa

1PLNWÏÜHGS15díasS26,5480,0340,0090,0260,00342,46 215mesesS81,0240,037--0,0170,00140,028 3Hojas15meses579,1480,064--0,0200,00190,038 415meses555,0480,050--0,0320,00100,019 S15meses56,720,5150,0540,090--0,0170,030 6Hojas15meses56,721,6240,1050,108-—-0,0200.034 715meses56,716,5480,2100,1980,0460,0300,053

Elaislamientoyanálisiscuantitativodeloswithanólidosscrealizóentodaslasexperiencias

LN

porCLARusandocolumnasdesílicagel.‘
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14Incorporación de acetato de sodio-1- C

En la tabla 17 se resumen los resultados obtenidos al adminis­

1-14C SOFCi/mMol, a hojas provenientes detrar acetato de sodio­

pl?ntas de 1 año de edad según el método A. Nuevamente como en el

caso de los otros dos precursores ya mencionados, se observó un

aumento en la incorporación en withanólidos entre el primer y el

tercer día de administración, principalmente en withaferina Ag.

En base a estos resultados se administró acetato de sodio-1,2-13C2
a 30 hojas según el método A, intentando determinar la incorpora­

ción del precursor por observación de los satélites originados

en acoplamientos 13C-13C de unidades de acetato en espectros de

RMN-13€a 75 MHz. Sin embargo los porcentajes de incorporación

no fueron suficientes para distinguir lasespecies enriquecidas
de la abundancia natural.

Incorporación de jaborosalactona A-14C

La cmmmrmúónde los resultados obtenidos a distintos tiempos

de administración de los tres precursores mencionados anteriormen­

te a hojas de Acnistus brevifloruS, sugieren que la jaborosalactona

A ll se biosintetizaría antes que la withaferina A. Para confirmarlo
se realizaron distintas experiencias inoculando jaborosalaCtonaA­

14C, la cual se obtuvo por administración de mevalonolactona-2-14C a

10 hojas de Acnistus breviflorus según el método A. La withaferina A

y jaborosalactona A radioactivas se aislaron por cromatografía

en placa preparativa, realizándose luego una nueva purificación



Tabla17:Incorporacióndeacetatodesodio-l-IAC.

EdadAcetatodesodioTiempo%IncorporaciónabsolutaWA8

mesesFCi/mMolmgrhorasWAgJLAllJLDggflCi/mMol

15502,1240,040,052-—1,4 2HOJAS.s502,0480,040,080,023,8

th

m

502,0720,230,670,055,9

E1aislamientoyanálisiscuantitativodewithanólidosserealizóporCLARmediantecolumnasde sílicagel.
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de.estos withanólidos en forma independiente.La misma se llevó

a cabo por cromatografía en placa preparativa sobre sílicagel, usan­
do comosolvente de desarrollo una mezcla de acetato de etilo­

hexano-isopropanol (30:3:2), la cual se vió que era apropiada en

las separaciones por CLARde estos compuestos sobre sílicagel.
La jaborosalactona A radioactiva se purificó por CLARpreparativa

1H y CLARy su pureza química y radioquímica se confirmó por RMN­

preparativa donde la radioactividad coeluyó con el pico de jaboro­

salactona A. La withaferina A radioactiva se sometió a un proceso

similar y se reservó para usarla en las reacciones de degradación.

La jaborosalactona A-14Cse administróa unahoja de tres meses

de edad según el método A y a 10 plantículas de 15 días de edad

según el método C.Los resultados obtenidos se resumen en la tabla

18. En ambos casos se aislaron withaferina A y jaborosalactona A mar­

cadas siendo semejantes los porcentajes de incorporación; en el

segundo caso se aisló además jaborosalactona D marcada. La canti­

dad de withaferina A marcada en relación a 1a de jaborosalactona A

marcada fue mayor en las inoculaciones a plantículas, lo cual es­

tá.de acuerdo con los resultados anteriores (ver pág.12@que indi­

caban la aparición de withaferina A g entre los días 15 y 18 de
crecimiento.

En base a los resultados anteriores se puede decir que la

jaborosalactona A sería biosintetizada inicialmente en las plan­
tículas sin acumularse hasta el día 18 transformándose en esta e­

tapa en withaferina A por hidroxilación en posición 4B. En hojas

aisladas la jaborosalactona A-14Cse diluiría con jaborosalactona A

endógena y se convertiría en withaferina A por hidroxilación en

posición 43 y en jaborosalacnnm D por apertura hidrolítica del e­

póxido.
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1Tabïa 1R : Conversión de jaborosalactona A - 4C por Acnistus

breviflorus

%Incorporación Absoluta

JLA ll WAg JLD ¿g

HOJAS 5,6 2,0 1,4

PLANTICULAS 3,4 3,1
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Reacciones de degradación de withanólidos

Comose mencionó al comienzo de este capítulo, uno de los pri ­

cipales objetivos de los estudios biosintéticos realizados fue
determinar el origen biogenético de los carbonos 26 y Z7 de los
withanólidos.

En base a los resultados obtenidos al incorporar los precur­

sores simples mencionados anteriormente, se decidió trabajar con

withanólidos radioactivos aislados de hojas de Acnistus brevifloru

inoculadas con R,S-mevalonolactona-2-14€. Con el fin de aislar los

carbonos 25, 26 y 27 y comparar sus actividades se sometieron a

distintas reacciones de degradación a la withaferina A g y la ja­

borosalactona A ll.

Aislamiento de los carbonos 25, 264y 27 como ácido glicérico

Degradación de withaferina A

La withaferina A se sometió al esquema degradatívo indicado

en la figura 56. El tratamiento de la misma con MeOH-AcONasegui­

do por acetilación con Ac20-Pir dió 2,3-dihidro-2,27-diacetoxi­
3-metoxiwithaferina A 1Q la cual fue ozonizada y el ozónido resul­

tante reducido con zinc en ácido acético, obteniéndose el éster

del ácido glicérico ll. La hidrólisis alcalina de este éster dió

comoproductos la B-hidroximetilcetona lg y ácido glicérico Z;

(C-ZS, 26 y 27). Para hidrolizar dicho éster debieron buscarse
las condiciones adecuadas; en todos los casos las hidrólisis se

llevaron a cabo a temperatura ambiente con agitación.
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Al alcalinizar con COSHNa(pH:8) durante 1 hora, apareció un pre­
cipitado blanco gelatinoso debido a 1a presencia de sales de zinc,

el cual fue filtrado al vacfiaporcelite y el filtrado resultante
extraído con diclorometano. No se detectó presencia de B-hidroxi­

metilcetona Z; en esta fase ni de ácido glicérico en 1a fase acuo­

sa. La ausencia de dichos productos de hidrólisis se debió a que los rnis­

mos habían quedado adsorbidos sobre las sales de zinc, lo cual se

comprobó al disolver las mismas en medio ácido y analizar la solu­

ción resultante por ccd. Posteriormente la hidrólisis se llevó a

cabo a pH:8 durante 45 minutos pero alcalinizando con NaOH0,1 N

y transcurrido este tiempo se acidificó la solución con C1H(d)

hasta disolución total de las sales de zinc (pH:S) (evitando de es­

ta manera la pérdida de los productos de hidrólisis por adsorción

sobre las mismas). Luego de extraer con diclorometano se analizaron
ambas fases por ccd observándose una hidrólisis incompleta del és­

ter. En base a estos resultados se repitió el tratamiento anterior

aumentando el tiempo de hidrólisis (2hs). Al analizar 1a fase acuo­

sa por ccd se observó una sóla mancha debida a la &hidroximetil

cetona 1; lo que indicaba una hidrólisis completa del éster; el

ácido glicérico se identificó por cromatografía en papel (CP) con

una muestra auténtica de ácido glicérico.

La s-hidroxicetona lg se trató con AcZO-Pir obteniéndose una
mezcla de productos. El análisis de la misma por RMN-‘Hindicaba

1a presencia de un producto minoritario correspondiente a la B-hi­

droximetilcetona acetilada 13 mientras que los dos productos ma­

yoritarios (Zé y 19), se originaron por deshidratación de 1a B-hí­

droximetilcetona 13.
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Figura 56: Aislamiento de los carbonos 25, 26 y 27. Degradación de

withaferina A g.
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El aislamiento a partir de la fase acuosa y posterior ruptura

del ácido glicéríco se probó usando una muestra auténtica del mismo

La ruptura se llevó a cabo con IO4Naen un recipiente cerrado ori­

ginándose comoproductos de reacción formaldehído (c-27), dióxi­

do de carbono (C-Zó) y ácido fórmico (C-ZS) como se indica en la

figura 57.

Una vez finalizada 1a reacción, el balón de reacción se conec­

tó a una serie de trampas y se pasó nitrógeno a través del sistema.

El formaldehído y el dióxido de carbono se recogieron haciendo

burbujear la corriente de nitrógeno a través de soluciones acuosas

de dimedona 0,4% (derivado dimedona-formaldehído) y de (HO)2Ba

(C03Ba ). Sin embargo parte del formaldehído quedó retenido en el
balón de reacción y el mismo se aisló por agregado de una solución

acuosa de dimedona 0,4% al contenido del balón ajustando previamen­

oco2 —> CO3Ba (C-Zó)

H 0.

Hog-gH-SHZOH IOlNa \ o HCH —> Hg'H-dimedona (c-27)

É HCOOH_> ácidos volátiles(C-25)

Figura 57: Ruptura del ácido glicérico.
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te el pH a 6,5. La aparición del precipitado dimedona-formaldehí­

do fue inmediata ( previamente se comprobó que la presencia de

IO4Nano influía en 1a reacción). Una vez separado el precipitado
de dimedona- formaldehído el filtrado se alcalinizó, se lavó con

diclorometano descartándose esta fase, se ajustó a pH:2 y se liofi­
lizó. E1 ácido fórmico se recogió junto con la fracción de ácidos

volátiles que pudieran estar presentes en la solución.

En la tabla 19 se resumen las distintas condiciones probadas

para la ruptura del ácido glicérico.

Tabla 19: Reacción de ruptura del ácido glicérico con IO4Na

pH reaccióna pH arrastre HgH-dimedona C033a
por N2 % g

1 3 3 0 O

2 6,5 6,5 15 10

3 5,8 5,8 20 25

4 5,8 3 (T amb) 55 45

5 5,8 3 (calor) 55 45

(a) El tiempo de reacción fue en todos los casos de 48 hs.

El mejor rendimiento de la reacción de ruptura con IO4Nase

obtuvo a1 trabajar a pH:5,8 usando buffer fosfato 0,2 Mcomomedio

de reacción . Se probó además llevar la mezcla de reacción a pH:3

antes de pasar N2, con el fin de favorecer la formación de C02,
lo que se comprobó a1 observarse una aparición más rápida de C0333
(línea 4). El calentamiento de la mezcla de reacción durante el pa­
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saje de N2 no produjo diferencias apreciables en la evolución de

C02)”H2CO.

En base a los resultados obtenidos con una muestra auténtica

de ácido glicérico, el aislamiento del mismoa partir de la fase

acuosa derivada de la hidrólisis alcalina suave del éster ll
se llevó a cabo por acidificacióna pH:S)rliofilización. El sólido
se extrajo durante 24 horas con acetona y luego de filtrar y e­

vaporar la solución a sequedad el residuo se redisolvió en buffer

fosfato 0,1 M (pH 5,8). La ruptura con 104Na se llevó a cabo se­

gún las condiciones probadas para la ruptura del ácido glicérico.

Degradación de 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A

La 2,3-dihidro-3-etoxijaborosa1actona A ig se sometió a una

degradación similar a la anterior comose esquematiza en la figura

58. Se aisló ácido glicérico el cual se trató con IOáNacomo se
describió anteriormente para la degradación de withaferina A g

aislándose los carbonos 25, 26 y Z7.

\ OH

O O

o Ac.o,Pir 1) o . Q Q“
H __2__, 4% anH (d), HOC-CH-CHZOH

2) Zn,AcOH

¿+0 o

Figura 58: Aislamiento de lo carbonos 25, 26 y 27. Degradación

de 2,3-dihidro-S-etoxijaborosalactona A.
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Degradación de withaferina A radioactiva

La withaferina A g radioactiva se aisló a partir de hojas de
14€ c0mo seAcnistus breviflarus inoculadas con mevalonolactona-Z­

detalló anteriormente (ver págJSfl. La pureza química y radioquí­

mica de la withaferina A sin diluir se confirmó por espectroscopía

RMN-1Hy CLARpreparativa donde la radioactividad coeluyó con el

pico de withaferina A. Luego de diluir con producto frío, se re­

cristalizó hasta actividad constante y se sometió al esquemade de­

gradación indicado en 1a figura 56. Comose detalló anteriormente

el ácido glicérico se trató con IO4Naaislándose formaldehído (C-27)
como su derivado dimedona, dióxido de carbono (C-Zó) como carbo­

nato de bario y ácido fórmico (C-ZS) junto con la fracción de áci­

dos volátiles. Las actividades específicas de la withaferina A

y sus productos de degradación se indican en la tabla 20.

Tabla 20: Actividades específicas de withaferina A y sus productos

de degradación obtenidos según el esquema indicado en la

figura 56.

compuesto Act. esp. (dpm/mMol) Act. esp.rel.(%)

withaferina A g 6,20 «106 100

2,3-dihidro-3-metoxi­

withaferina A 3_3_ 6,18 7106 99,7

B-hidroximetilcetona 7_2_ 6,06 ¡106 97,7

co2 (C-26) 9,9 ,104 1,6

HZCO (C-27) 1,0 .1104 0,16

HCOH 1,3 ¡104 a 0,20
2

(a) valor estimado de la radioactividad total de La fracción
de ácidos volátiles
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Los resultados resumidos en la tabla 2 0indican.que elcarbono

26 se encuentra 10 veces más marcado que el carbono 27. Por otro

lado los carbonos 25 y 27 tienen radioactividades comparables, lo

cual indica una pequeña dispersión de la marca. Estos resultados

demuestran que el carbono 26 deriva del carbono 2 de la mevalono­

lactona y dado que este carbono es estereoespecíficamente incor­

porado en el pro-R-metilo (C-Zó) de varios esteroles (sitosterol,

24-metilcolesterol, stigmasterol, a-spinasterol)80 sería este me­
tilo el que se oxida a carboxilo (C-Zó) en los withanólidos.

Por otra parte los valores de 1a tabla 20 muestran que la radio­

actividad total del ácido glicérico es menor que la esperada con­

siderando que los withanólidos derivan de la mevalonolactona-2-14C
a través del 24-meti1encolesterol y deberían tener marcados los car­

bonos 1, 7, 15, 22 y 26. En este caso se esperaría encontrar en

el ácido glicérico un 20%de la actividad presente en withaferina A.

Los valores muyinferiores encontrados sugieren que existiría una
ruta alternativa en la biosíntesis de withanólidos en Acnistus

breviflorus , en la cual se rompería la cadena lateral de un este­

rol precursor con pérdida del carbono 26, si bien los resultados

anteriores no permiten establecer en que enlace de la cadena tiene

lugar la ruptura.

Aislamiento de C-1 como ácido benzoico y del C-26 como benzofenona

Con el fin de comprobar la existencia de una ruta alternativa

con ruptura de la cadena lateral, se compararon las actividades
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del C-Zóy del C-l (perteneciente al núcleo esteroidal) aislados

mediante un mismo camino degradativo de withanólidos marcados

14€.biosintetizados a partir de mevalonolactona-Z­

Si no hubiera ruptura de cadena, ambos carbonos provenientes

del C-2 de mevalonolactona deberían tener actividades específicas

equivalentes, en caso contrario la actividad específica del C-26

sería menor que la del carbono proveniente del núcleo esteroidal

(C-l).

Degradación de withaferina A

La withaferina A se sometió a1 esquema degradativo indicado

en la figura 59. Por tratamiento de la misma con MeOH-AcONase ob­

tuvo 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A gi. A una solución de la mis­

ma en THF, se agregó una solución de fenilflitioen el mismo solven­

te observándose inmediatamente la precipitación de la correspon­
diente sal de litio la cual sólo se redisolvió al calentar la mez­

cla de reacción a ebullición durante 1 hora bajo atmósfera de N2,
formando una solución marrón oscura.

Una solución de idéntico aspecto a la anterior se obtuvo por

agregado de la solución de 2,3-dihidro-S-metexiwithaferina A ¿_
en THFsobre un exceso de fenirflitioen THF. En estas condiciones

se formó una suspensión fina marrón clara que luego de ser someti­

das a ondas de ultrasonido a temperatura ambiente durante 2 horas
dio una solución marrón oscura.En ambos casos se aisló un aceite

marrón oscuro por evaporación del solvente, que se purificó por
13columna de sílicagel . E1 producto principal se analizó por RMN- C
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y si bien su espectro no pudo ser totalmente asignado, éste indica­

ba ausencia de grupos carbonilo y presencia de fenilos en la molé­

cula. Este producto se oxidó con SO4HZ/Cr03,sometiéndose inmedia­
tamente a una destilación por arrastre con vapor. La benzofenona

y el ácido benzoico destilados se recogieron sobre una solución

alcalina y se separaron posteriormente por extracción. La benzo­

fenona (C-Zó) se derivatizó obteniéndose finalmente la oxima corres­

pondiente. Luegode acidificar la solución acuosa, el ácido ben­

_zoico (C-l) se extrajo exhaustivamente con éter etílico. La pre­

sencia de ácido benzoico en el extracto etéreo se comprobópor ccd

pero e] mismo se aisló con muy bajo rendimiento y no fue posible
su recristalización.

HO
leo

1) PHLi ,THF

2) Cr03,'SO4H2 (d)

0
C

C-26

Figura 59: Aislamiento de los carbonos 1 y 26. Degradación de

me

C-I

withaferina A g.
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Degradación de 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A 42

La 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A ig se sometió a un
esquemadegradativo similar al anterior.

En este caso al agregar una solución de fenil-litioen THFsobre
una solución de 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A no se obser­

vó precipitación de la sal de litio comoen el caso de la 2,3-di­

hídro-3-metoxiwithaferina A gg, sino que se formó una suspensión

fina que se transformó en una solución marrón oscura luego de so­

meterla a ondas de ultrasonido durante tres horas a temperatura

ambiente. Esto indicaría que la introducción de un hidroxilo en po­

sición 43 del esqueleto withanólido es crítica en 1a solubilidad

de la sal formada.El producto de fenilación aislado en este caso
se trató comose describió anteriormente aislándose la oxima de la

benzofenona (C-Zó) y el ácido benzoico (C-1) con rendimientos

similares.

Degradación de withaferina A radioactiva.

Aislamiento de los carbonos lgy 26

La withaferina A g radioactiva se aisló mediante una experien­

cia análoga a la mencionada anteriormente (ver pág.1ND administran­

do mevalonolactona-2-14C a 10 hojas de Acnistus breviflorus Vía

tallos. Se aislaron withaferina A radioactiva (I.A. 4,1%) y jabo­

rosalactona A'll radioactiva (I.A.-3,4%). Esta última se reservó
para estudios posteriores. Luegode comprobar la pureza química

y radioactiva comoen el caso anterior, se diluyó con producto

frío, se recristalizó hasta actividad específica constante y se
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sometió a1 esquema de degradación indicado en la figura 59.

El C-26 se aisló como oxima de benzofenona la cual se recris­

talizó hasta actividad constante.E1 C-1 se aisló comoácido ben­

zoico pero debido al bajo rendimiento obtenido en el aislamiento

no pudo ser recristalizado. Las actividades específicas de la witha­

ferina A y sus productos de degradación se indican en la tabla 21.

Los resultados indicados en esta tabla apoyan 1a existencia

de una ruta alternativa que involucra la ruptura de la cadena

lateral de un esterol precursor en el camino a withanólidos que

conduce a withanólidos. En este caso la benzofenona (C-Zó) está

3,5 veces menos marcada que lo esperado para una única ruta sin

ruptura de la cadena. La actividad específica del C-1 es mayor
que la correspondiente a la del C-26 lo que está de acuerdo con lo

dicho anteriormente. Dado que no se pudo calcular exactamente la

actividad específica de este carbono, no fue posible determinar

si en el esqueleto withanólido se conserva el C-22 radioactivo

o este se pierde a1 producirse la ruptura de la cadena.

Tabla 21: Actividades específicas de withaferina A y sus productos

de degradación obtenidos según el esquema degradativo

indicado en la figura 59.

compuesto Act.esp.(dpm/mMol) Act.esp.rel.(%)

withaferina A g 3,7,‘106 100

2,3-dihidro-3-metoxi­

withaferina A g 3,7¡10Ó 100
benzofenona (C-Zó) 2,2:105 5,9

ác.benzoico ((7-1) >6,4.105 >17,'3
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Discusión de los resultados obtenidos en los estudios biosintéti­

CCS .

El hecho de que las incorporaciones absolutas en withanólidos

sean menores al cabo de 6 días de administración, para cualquiera
de los precursores utilizados, que luego de 3 días de administración

(tablas 15, 16 Y 17: 123, ‘31, Y 133), está indicando que withaferi­

na A g, jaborosalactona A ll y jaborosalactona D gg no deben ser

consideradas comoproductos finales, sino comointermediarios que

se convierten en otros withanólidos y/o en otros metabolitos dis­

tintos de-los withanólidos. Las experiencias realizadas con ja­
14borosalactona A- C (tabla 18, ver pág.135 apoyan esta hipótesis

. i

dado que en este caso sólo un 9%de la actividad administrada es­

tá presente en la mezcla de withanólidos aislados de hojas y un

6,5% en el caso de plantículas de 15 días de edad, lo que indica

un metabolismo activo de estos compuestos.

Comose mencionó anteriormente la jaborosalactona A sería

precursor de withaferina A y de jaborosalactona D como se esquema­

tiza en la figura 60.
Según estas consideraciones debería reveerse la hipótesis de

Glotter y colaboradores4según la cual un withanólido 4-desoxi­

5,6-insaturado sería precursor de los 4-desoxi-5,6-epoxiwithanó­
lidos comojaborosalactona A y por un camino biosintético dife­

rente de los 4-hidroxiwithanólidos, comowithaferina A (ver pág.15)

Cuando se hizo esta propuesta se creía que, salvo en el caso de

Physalis peruviana , las plantas que producían withanólidos con
un sistema 4-hidroxi-S,ó-epoxi, no tenían del tipo 4-desoxi­
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Figura 60: Jaborosálacüxm A como precursor de withaferina A y de

jaborosalactona D.

5,6-epoxí (ver pág.55).ReCientemente fue propuesto un camino bio­

sintético similar para la formación de withanólidos en plantas de

Withania somniferaa1oDado que en AcniSÉMSbreviflmmsse encontra­

ron ambos tipos de sistemas: 4-desoxi y 4-hidroxi-5,6-epoxiwithanó­

lidos y teniendo en cuenta los resultados obtenidos según los cua­

les jaborosalactona A actúa comoprecursor de jaborosalactona D

y de withaferina A, el camino biosintético propuesto por Lavie10

no se mantiene para ESLa planta. No se puede descartar sin embargo,

la existencia de un withanólido 4-desoxi-5,6-insaturado comopre­
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cursor de jaborosalactona A.

14€ y con me­Las bajas incorporaciones obtenidas cmiacetato-1­

tionina-MCH3 (tablas 16 y 17, ver pág.131y 133 se pueden explicar
considerando que estos precursores están involucrados en un número

grande de caminos biosintéticos, muchos de los cuales son proba­

blemente más activos que aquellos que conducen a withanólidos.

La incorporación comparativamente alta de metionina-MCH3 en wi­
thanólídos en hojas aisladas comparada con las incorporaciones

en plantículas de 15 días de edad, indica, comoera de esperar,

un metabolismo más activo de aminoácidos durante la germinación

probablemente involucrados en la biosíntesis de proteínas.

En base a los resultados obtenidos en las degradaciones de

withaferina A fi (tablas 20 y 2], ver pág.142 y 147)que sugieren

1a existencia de dos caminosalternativos para'la biosíntesis de
withanólidos, es necesario reconsiderar el rol del Z4-metilencoles­

terol comoprecursor de los mismos.

Comose mencionó al comienzo de este capítulo, Lockley y Cola­

boradoressgincorporaron 24-metilencolesterol-(28-3H) en withanó­

lidos, sugiriendo que los compuestos aislados habían retenido el

carbono 28 del precursor. Sin embargo estos resultados deben ser

considerados con precaución dado que la incorporación podría jus­

tificarse si hubiera ruptura de 1a cadena lateral de un esterol

precursor entre los carbonos 24 y 25, lo cual implicarïaun camino

biosintético sin pérdida del carbono 28 del esterol precursor.

Este tipo de ruptura justificaría además1a baja actividad espe­

cífica encontrada en ambas reacciones de degradación para el C-26
14

(tablas 20 y 21) y las bajas incorporaciones de D,L-metionina- CH3
en withanólidos detallados en la tabla 15 (ver págJZB), suponien­
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do que el carbono 28 derive del metilo de 1a metionina. Sin embar­

go estas incorporaciones, a1 igual que la del 24-metilencolesterol­

(28-3H) en withanólidos,se podrían originar también vía el camino
minoritario con oxidación del C-26 a ácido carboxílico. Por otra

parte, la incorporación del 24-metilencolesterol-(28-3H) podría

ademásser explicada por migración de tritio, pues no se realizó

ninguna degradación para confirmar que el tritio estaba aún en

carbono 28. Este último argumento está también respaldado por los

resultados obtenidos por estos mismosautores con 24-metilc01es­

ta-S,24-dien-3 B-ol-(ZB-SH)58, pues en este último caso se observó

pérdida de tritio en el esterol al ser reaislado de la planta.

La ruptura de la cadena lateral con posterior reconstrucción

del anillo lactónico no es un fenómenoinusual en la biosintesis
de lactonas_esteroidales comoen el caso de los cardenólidosss‘86

y bufadienólidos de planta587en los cuales están inuolucrados

procesos similares. En estos procesos biosintéticos la cadena

lateral del colesterol se rompedando lugar a un intermediario

pregnano el cual condensa luego a través del C-ZOcon acetato u

oxalacetato para formar los anillos butenólido o bufadienólido

respectivamente. En la figura 61 se esquematiza la formación del

anillo butenólido de cardenólidos a partir de mevalonolactona­

3-14C. E1 camino biosintético involucra 1a ruptura de la cadena

lateral del colesterol formándoseel anillo butenólido por incor­

poración de una unidad acetato. i

En la figura 62 se representan algunos de los posibles caminos

biosintéticos que conducirían a withanólidos a partir de mevalono­
. 4

lactona-2-14C y metionina- 1 CHS.
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Figura 61:
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pregnenolona

85,86
Bíosíntesis de digitoxigenina a partir de mevalonolactona.
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Figura623Camino1:Rupturadelenlace24,25;camino2:Sinrupturadecadena;camino3:u

Otrasrupturasposibles
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PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentos y métodos empleados

Los puntos de fusión (p.f.) fueron determinados en un aparato

Fisher-Johns y no están corregidos;

Los espectros de resonancia magnética protónica (RMN-1H)se

efectuaron a 100 MHz con un Varian XL-1OO o a 500 MHz en un Bru­

ker WH-SOO;los espectros de resonancia magnética nuclear 15€.

(RMN-13€)se realizaron a 25,2 MHz, en un espectrómetro Varian

XL-100 o a 75 MHz en un Bruker WB-300.

En todos los espectros de resonancia magnética nuclear se usó

tetrametilsilano comoreferencia interna, y el solvente que se

indica en cada caso. Los desplazamientos químicos se expresan en

(ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Las abreviaturas usadas en la descripción de los espectros

son: s: singulete; d: doblete; dd: doble doblete; ddd: doble do­

ble doblete; t: triplete; c: cuarteto; m: multiplete y ba: banda
ancha.

.Los espectros de masas (EM) se realizaron a 70 eV en un es­

pectrómetro Varian Mat CH-7Acon inserción directa.

Todos los solventes fueron purificados por destilación y e­
vaporados a presión reducida a menos de 45 °C. Las mezclas de solven­

tes están expresadas en relación de volúmenes.
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Metodos cromatográficos

Cromatografía en capa delgada (ccd)

Se utilizaron placas preparadas con sílicagel G (Merck), de

un espesor aproximado de 250 um, preparadas por inmersión en una

suspensión de la misma en una mezcla de CIZCHZ-MeOH(3:1), así

como cromatoplacasch sílicagel Alugram Sil G/uv 254 de 250 um

de espesor y Alugram Nano-Sil G/uv 254 de 200 Fm.

Se utilizaron ademáscromatoplacas en fase reversade alta resolu­
ción marca Merck HPTLC-RP 18.

Para trabajos preparativos se usaron placas preparadas con sí­

licagel 60 PF 254 (Merck) de 2 mmde espesor, activadas 1 hora

a 105°y placas preparadas marca Merck.

Comoreveladores universales se usaron:

DJ
l

SO4H2-H20 (1:1)

b- vapores de iodo

Comoreveladores específicos se usaron:

c- verde de bromocresol en etanol 0,04%

d- 2,4-dinitrofenilhidrazina en ClH ZN

e- MnO4K-IO Na4



157

Los sistemas de desarrollo utilizados fueron:

_| n.sistema acetato de etilo-hexano-isopropanol (30:3:2)
sistema 2: acetato de etilo

sistema 3: cloruro de metileno-metanol (14:1)

sistema 4: cloruro de metileno-metanol (10:1)

sistema 5: etanol-ClZCHz-NH -H20 (53 30,3 15,2 1,5)3

sistema 6: cloruro de metileno-metanol (97:3)

\lsistema hexano-acético 9610

Cromatografía en papel

La cromatografía en papel (CP) se realizó utilizando papel

WhatmanN°1, desarrollando con una mezcla de acetato de etilo-ac.

acético-ac. fórmico-agua (18:3:1z4) (sistema 8).

Cromatografía en columna

Los rellenos utilizados fueron sílicagel 60 (63-200 mn), sí­

licagel H (Merck, 10-40 um) eluídas bajo presión con aire compri­

mido y columnas preparadas Lobar Lichroprep Si 60 B (40-63 um)

eluídas bajo presión usando una bomba impulsora de solvente mar­

ca Prominent-Electronic 1001 SCJ provista de un amortiguador de

pulsos; los solventes de elución se indican en cada caso.

Cromatografía líquida de alta resolución

Las experiencias realizadas mediante cromatografía de alta
resolución (CLAR)se llevaron a cabo en un cromatógrafo líquido
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1084B Hewhatt Packard, equipado con un detector de onda variable

operando a 260 nm, un inyector de volumen variable con un sistema

automático y un colector automático de fracciones y en un croma­

tógrafo Micromeritics equipado con un detector de índice de re­

fracción, un inyector manual 730 y una bomba impulsora de solvente.

Las columnas usadas para trabajos analíticos y preparativos

(hasta 150 pgr) fueron una Li Chrosorb Si 100, lOflm (250X4,6 mm

(DI) Hewlett Packard y otra empaquetada con un empaquetador de
columnas Micromeritics 705.

En trabajos preparativos a mayor escala se usó una columna

Alltech R-Sil 18 HL 1o Fm (500x10 mmDI) y una Altex Ultrasphere

ODS 5 Pm (250x10 mm DI).

Las medidas de radioactividad se realizaron en un espectró­

metro de centelleo líquido Packard Tri-Carb 3003, o un Tracor

Analityc Marck III. Las muestras se disolvieron en una mezcla de

1 m1 de agua y 14 m1 de solución centellador de dioxano que con­

tenía naftaleno (50 gr), 2,5-dífeniloxazol (3,5 gr) y 1,4-bis-2­

(4-meti1-5-feniloxazoli1)-benceno(0,150 gr) por cada 500 ml.

Las muestras radioactivas no eluídas de la sílica se suspen­

dieron en idéntica solución y se agregaron 500 mgr de gelificante

Cab-O-Sil para evitar la sedimentación del sólido,

La L-metionina(meti1-14C) 56,7 mCi/mMoly la R,S-(2-14C)­

mevalonolactona, 53 mCi/mMolfueron adquiridas a AmershamInter­
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national Limited. LaD’Lmetionina-(meti1-14C),5 mCi/mMol,se ob­
tuvo por dilución de la anterior con el produoto frío.

La R,S-(2-14C)-mevalonolactona 48,6mCi/mMolfue adquirida a

New England Nuclear Corp.

La R,S-(2-14C)-mevalonolactona 4,7 mCi/mMolse preparó a par­

tir de N-N'-dibenciletilendiamonio-bis(3,5-dihidroxi-3-metilpenta­

noato), 9,5 mCi/mMol, adquirido a NewEngland Nuclear Corp.

E1 acetato de sodio-1-14C (SOACi/mMolse adquirió a la Comisión

Nacional de Energía Atómica y el acetato de sodio-1-2-15C (903tom%

13C) a Merck Sharp and Dohme Canada Limited.



AISLAMIENTO, SEPARACION Y

ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE

WITHANOLIDOS
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Material vegetal

Extracto etéreo

1,830 kg de hojas frescas recolectadas en el mes de diciembre

en la zona de "Horco Molle" a 20 km de la ciudad de Tucumán, pro­

venientes de cuatro plantas diferentes, se colocaron en éter etí­

lico en un lapso no mayor de cuatro minutos luego de ser cortadas.

Se dejaron en lugar fresco una semana. Se separó 1a fase acuosa

y se hizo una segunda extracción igual a la primera.

Los extractos reunidos en ambasextracciones, fueron concentra­

dos a 650 m1 por destilación a baño maría y luego bajo nitrógeno

obteniéndose un extracto húmedo.de 45 grs.

Este se llevó a seco obteniéndoseun.residuo verde oscuro de

ZSgr.

Dicho extracto se purificó por columna de sílica H (30 gr)

eluídas con aire comprimido. Se sembró en pastilla usando 50 gr

de .Sílicagel y se eluyó con hexano-acetato de etilo desde una

relación 100-0 hasta 0-100, acetato de etilo-iSOpropanol y metanol

sucesivamente, obteniéndose las siguientes fracciones.

Fracción N° masa (gr) constituyentes principales

1 2,00 ceras y colorantes

2 0,98 withanólidos menos polares

que JLAll y colorantes

3 9,47 JLA ll y colorantes
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Fracción N° masa (gr) Constituyentes principales

4 4,55 WA8, JLA ll y colorantes

5 3,40 WA8 , JLD 32 y colorantes

6 2,80 JLD gg y colorantes

7 0,80 'compuestos más polares que

JLD gg y colorantes

La fracción 1 contenía ceras y colorantes amarillos, los cua­
les no fueron analizados.

La fracción 2 presentaba manchas que revelmxu1comowithanólidos

)reran'menos polares que jaborosalactona A 11.8u análisis detallado

será objeto de estudios posteriores.

La fracción Sestabaconstituída principalmente por jaborosalac­

tona A y colorantes; Sgr de esta fracción se recromatografiaron

por columna de sílica H (100 gr). Se separaron dos fracciones

principalesuna constituida fundamentalmentepor jaborosalactona A

(1,489 gr) y otra por una mezcla de jaborosalactona A y withaferi­

na A 8 (0,825 gr). Las fracciones intermedias no fueron analizadas.

La fracción 4 contiene principalmente jaborosalactona A y witha­

ferina A. Se recromatografíó por columna de sílicagel H (100 gr)

aislándose dos fracciones principales: una constituida principal­

mente por jaborosalactona A (0,634 gr) y otra por una mezcla de

jaborosalactona A y withaferina A (0,724 gr). Las fracciones in­
termedias no fueron analizadas.

La fracción 5 estaba constituida principalmente por withaferina

A y jaborosalactona D. Parte de esta fracción, así comoparte de
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las fracciones mezcla de withaferina A y jaborosalactona A aisla­

das de las fracciones 3 y 4 fueron purificadas por CLARen fase

reversa y los withanólidos puros se usaron en reacciones de sínte­
sis

Las fracciones 6 y 7, fracciones intermedias no analizadas,

junto con la fracción 2, serán estudiadas posteriormente en nuestro
laboratorio.

Extractos alcohólicos

Se utilizaron fracciones obtenidas según la técnica de Bu­
. 62 . . . .kov1ts constituidas por mezclas compleJas de withanólidos y colo­

rantes.

Purificación de un extracto metanólico

Deun extracto metanólico, prepurificado sobre sílicagel 60

(Merck), se aisló una mezcla compleja de withanólidos. Esta se

purificó por CLARen fase reversa como se indica a continuación.

columna: Alltech R-Sil 18 HL 10pm (500x10 mm)

eluyente: metanol-HZO (70:30)
flujo: 4 ml/min

masa total de withanólidos: 55 mgr

CLAR(compuesto, Tr(minD:Zï: 13’53 É» 15; ÉÉZÉZ_, 17? ii, 213 12»
26; ¿¿, 31.
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Sgparación de la mezcla 33+37

columna: Altex UltrasphereODS Sum (250x10 mm)

eluyente: metanol-HZO (70:30)
flujo: 4 ml/mín

masa total: 5 mgr

CLAR(compuesto,Tr(minD:5;, 8,5; il ,9.

Purificación de un extracto etanólico

Comoen el caso anterior se purificó por CLARuna mezcla com­

pleja de withanólidos obtenida a partir en este caso de un extrac­

to etanólico sobre sílicagel 60 (Merck).

columna: Alltech R-Sil 18 HL 10um (500x10 mm)

eluyente: metanol-agua (70:30)

flujo: 4 ml/min

masa total de withanólidos: 50 mgr.

CLAR(compuesto,Tr(min»:;í, 13,5; g, 15; 37, 16,5; 3;; 22,5;íg,

26; gi, 28; 3_2_,31.
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Identificación de los withanólídos aislados. Datos espectroscópicos

Withaferina A g

RMN-1H (100 MHz, DCC13) ppm: 0,72 (3H, s, Me-18), 1,05 (3H, d, J=7Hz

Me —21), 1,42 ( 3H, s, Me-19), 2,04 (3H, s, Me-Z8), 4,37

(2H,s, H-27), 4,44 (ZH, dt, J=3 y 12Hz, H-ZZ), 5,22

(1H, d, JZ,3=10H2, H-Z), 6,95 (1H, dd, J =10Hz, J =5Hz,2,3
H-3), 3,77 (1H, d, J=SHz, H-4) 3,22 ( 1H, ba, H-6).

3,4

1

RMN- °c (25,2 MHz, DCC1¡) ppm: ver Tabla 6.

jaborosalactona All

RMN-‘H (100MH2, DCC13) ppm: 0,74 (3H,s, Me-18), 1,04 (3H,d, J=6Hz,

Me -21), 1,28 ( 3H, s, Me-19), 2,08 ( 3H, s, Me-28), 4,40

(ZH, s, H-27), 4,44 ( 2H, dt, J=3 y 12Hz, H-ZZ), 6,02 (1H­

dd, J2,3=10Hz, J2,4=3Hz, H-Z), 6,86 (IH, ddd, J =10Hz,
=3Hz, H-3), 3,15 (1H,ba, H-ó).

3,2
J :7HZ,J3,4 3,44

RMN-13 (25,2 MHz, DCClS) ppm: ver tabla 6.

jaborosalactona D gg

RMN-1H (100 MHz,DCC13) ppm: 0.78 (SH. s, Me-18),

1,03 (3H,d, J=6Hz, Me-21), 1,34 (3H,s, Me-19), 2,08

( 3H, s, Me-ZS), 4,39 (2H,s, H-27), 4,46 (ZH, dt,J=3 y 12Hz,

H-22), 5,91 (1H, dd, J =10Hz, J '=2Hz, H-Z), 6,62 (1H,2,3 2,4

ddd, JZ’3=10Hz,J2,4°=SH2,J3,46=2H2, H-3), 3,67 (1H,ba, H-ó).

RMN-13€ (25,2 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 6.
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_ jaborosalactona E gg

1

RMN- H (100 MHz, 00013) ppm: 0,78 (3H, s, Me-18),
1,05 (3H, d, J=7Hz, Me-21), 1,41 (3H, s, Me-19), 2,09

(3H, s, Me-28), 4,38 (ZH, s, H-27), 4,46 (2H, dt, J=3 y

12Hz, H-ZZ), 5,94 (1H, dd, J2 3=10Hz, J2 4=3Hz,H-2), 6,70

(1H, ddd, J =10Hz, J u=6Hz, J %=Z,SH2, H-3), 3,90l. 2,3
(1H,ba, H-6).

3,4 3,4

RMN-13(25,2 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 6.

2LS-dihidro-S-metoxiwithafierina A É;

RMN-1H (100MH2, 00013) ppm: 0,68 (3H, s, Me-18), 0,98 (3H, d,

RM N_13

J=6H2, Me-21), 1,29 (3H, s, Me-19), 1,29 ( 3H, s, Me-19),

2,05 (3H, s, Me-28), 4,38 (ZH, s, H-27), 4,46 (ZH, dt,

J=3 y 12Hz, H-zz), 2,61 (ZH, dd,H-2)

3,7 (1H, m, H-3), 3,5 (1H, m, H-4), 3,27 (1H,ba, H-ó),

3,35 (3H, s, 0530-).

0 (25,2 MHz, 00013) ppm: 209,8 (0-1), 39,6 (0-2), 77,5
(0-3), 75,9 (0-4), 64,9 (0-5), 60,1 (0-6), 29,8 (0-7),

31,2 (0-8), 42,8 (0-9), 50,4 (0-10), 21,5 (0-11), 27,3

(0-12), 42,7 (0-13), 56,0 (0-14), 24,2 (0-15), 39,1 (0-16),

52,0 (0-17), 11,5 (0-18), 15,5 (0-19), 38,8 (0-20),13,3

(0-21), 78,7 (0-22), 29,4 (0-23), 153,0 (0-24), 125,7

(0-25), 167,0 (0-26), 57,4 (0-27), 20,0 (0-28), 56,8
- -0

(0 3 CHS).
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"2,3-dihidrowithaferina A gi

RMN-1H (100 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 7.

E.M. m/e (%); ver tabla 9.

óa-clorosB-hidroxiwithaferina A El

RMN-1H (100 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 7.

3
RMN-1 c (25,2 MHz, Dcc13) ppm: ver tabla 8.

E.M. (%): ver tabla 9.

Tratamiento de 37 con AcOH:AcONaa reflujo

Una solución de 6a-cloro-SB-hidroxiwithaferina A El (8mgr)

en AcOHglacial (3ml) se reflujó 20 horas con AcONaanhidro (10gr).

Se dejó luego 10 horas a temperatura ambiente hasta completar

1a reacción,se volcó sobre agua (20m1), se secó sobre 804Mgy

se extrajo con C1 CHZ. Se obtuvo un producto homogéneo por ch2

(sistema 2) , que se identificó como6a-C10ro-SB-hidroxiwithafe­

rina A diacetilada ¿g (9,7 mgr).

RMN-1H (100 MHZ, DCC13) ppm: ver tabla 7.

RMN-“f fïF.‘ "H7. DFClzl ppm: ver tabla 8.
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5,6-desoxiwithaferina A ¿Q

RMN=IH (100 MHz, DCClS) ppm: Ver tabla 7.

RMN-13€ (25,2 MHz, DCCISJ ppm: ver tabla 8.

Acetilación de 5,6-desoxiwithaferina A

Se acetiló 5,6-desoxiwíthaferina A ¿Q (2,6mgr) con anhídrido

acético-piridina. E1 producto se extrajo con CIZCHZ,se puri­

ficó por placa usando una mezcla CIZCHZ-MeOH5% como solvente

de desarrollo. El producto principal se recuperó de la sílica

por elución en columna con CIZCHZ,identificándose comodiacetato
de 5,6-desoxiwíthaferina A gg (3,7mgr).

RMN-1H(1OO MHz, DCC13) ppm: ver tabla 7

3
RMN-1 c (25,2 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 8

E.M.(%): ver tabla 9.

2,3-dihidro-3-etoxiiaborosalactona A5;

RMN-1H (100 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 10.

RMN-13€ (25,2 MHz, DCCIZ) ppm: ver tabla 11.
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.5a1metoxie4,Sadihidrojaborosalactona B 12(p.f.200-201°C;Ac0Et).

RMN-1H (100 MHz, Dcc13) ppm: ver tabla 10.

RMN-13€ (25,2 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 11.

E.M. (%): ver tabla 12.

Obtención de 43 por tratamiento de jaborosalactona A 11 con MeOH-SOLHZ.

A una solución de jaborosalactona A ll (5,9mgr) en metanol (4m1)

se le agregó SO4Hz8N (0,03m1). Se agitó durante 90 minutos a tempera­

tura ambiente, se volcó sobre COsHNaacuoso (Sml) y se extrajo con

CIZCHZ. Se observó un producto homogéneo por ccd (sistema 1) de propie­
dades idénticas a1 Sa-metoxi—4,S-dihídrojaborosalactona Bií; (6 mgr).

5a-etoxi-4,S-dihidrojaborosalactona B íí(p.f.203-204°C;Ac0Et).

RMN-1H (100 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 10.

3
RMN-1 c (25,2 MHz, DCC13) ppm: ver tabla 11.

E.M. (%): ver tabla 12.
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'Purificación de una fracción cruda de jaborosalactona A ll

obtenida a partir de un extracto metanólico de Acnistus brevifzorus.

La fracción cruda (150mgr) se prepurifícó por columna Lo­

bar Lichroprep Si 60 B (40-63um) eluída bajo presión.

Se trató luego por CLARen fase reversa usando una columna

Alltech R-Sil 18 HL 10um (500x10 mm) y una mezcla MeOH-HZO
(80:20) para eliminar los colorantes. Se aiSÏó una fracción

constituida principalmente por jaborosalactona A ll y di­

hidrojaborosalactona A ¿5, 1a cual se separó por CLARsegún las
siguientes condiciones:

columna: Alltech R-Sil 18 HL 10Lm (500x10mm).

eluyente: MeOH-HZO(70:30)

flujo: 5 ml/min _

CLARc0mpuesto (masa, Tr): 15 (14,6; 9,14); ll (68,5; 11,14).

gi3-dihidrojaborosa1actona A 44 (p.f. 180-182°C;Ac0Et).

RMN-1H (100 MHz, DCC13) : ver tabla 1o.

RMN-13€ (25,2 MHZ, DCClS): ver tabla 11.

E.M. (%) : ver tabla 12.

Obtención de dihidroiaborosalactona A ¿É

A una solución de jaborosalactona A ll (10mgr) en dioxa­

no (1m1) se añadió una solución preneducida de óxido de pla­

tino (ómgr) en-dioxano (Iml). La mezcla se hidrogenó 1 horaa 1 atm

con agitación, se filtró y evaporó. La dihídrojaborosalactona A se

aisló del producto obtenido por CLARen fase reversa.



BIOS INTESIS DE

WITHANOLIDOS
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Material vegetal

Las semillas de Acnistus breviflorus ahiseb)uti1izadas pro­

vienen de 1a provincia de Tucumánrecolectadas en el mes de diciem­

bre durante los años 1980 y 1981.

Ensayos de germinación

1-Condiciones generales de germinación y desarrollo

El crecimiento de las plantas se realizó en una cámara de acrí­

lico, con circulación forzada de aire caliente. Su temperatura

interna se reguló a 25 Ï 0,S°C en el centro de la cámara, siendo

la temperatura en el nivel inferior de 23°C?8

Las plantas recibieron luz natural, suplementada con dos tubos

fluorescentes Sylvania tipo Gro Lux, de ZOW'cadauno. Los ciclos

de luz y oscuridad se regularon mediante un reloj interruptor, en
12 cada uno.

Z-Prueba delgpoder germinativo

Las semillas de Acnistus breviflorus se sembraron en una ban­

deja de plástico llena de tierra y se cubrieron con una capa fina

de arena. Se agregó agua periódicamente para mantener la humedad

de la tierra.

En estas condiciones creció normalmente un 80%de las plantas
apareciendo las primeras raíces entre los días 10 y 13 posteriores
a 1a siembra.
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A1 mes las plantas se transplantaron individualmente a macetas

con tierra abonada en donde siguieron un desarrollo normal

Este métodO, aunque permite el desarrollo de las plantas,

no parecía ser muyadecuado para la inoculación de precursores

marcados por la gran cantidad de microorganismos presentes que

pudieran falsear los resultados.

3-Germinaci6n y desarrollo en arena

Las semillas de Acnistus breviflorus se sumergieron 2 minutos

en una solución al 1%de hipoclorito de calcio y luego se lavaron

con agua destilada.

A continuación se sembraron sobre arena lavada y calcinada

y se humedeció periódicamente el sistema con solución salin384com­

puesta por sustancias orgánicas e inorgánicas, previamente esteri­
1izada.84

En estas condiciones germinaron un 50%de las semillas aparecien­

do las primeras raíces entre los días 10 y 13 posteriores a la

siembra y los primeros cotiledones alrededor del día 15. A partir

del día 25 las plantas comenzarona secarse siguiendo su desarro­

llo normal sólo si eran transplantadas previamente a tierra.

4-Germinación y desarrollo en solución salina

30 semillas de Acnistus breviflorus se esterilizaron por inmer­

sión en una solución acuosa a1 1%de hipoclorito de calcio durante
2 minutos.

A continuación se sumergieron en solución nutriente contenida

en crisoles de 10mmde diámetro previamente lavados con etanol
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y-esterilizados en estufa a 110 °C durante 1 hora. Los crisoles

se cubrieron con papel aluminio.

Las primeras raíces aparecen entre los días 4 y 5 posteriores

a la siembra y las plantículas entre los días 10 y 13, germinando

aproximadamente el 50%de las semillas.

Luego de aproximadamente 20 días comienzan a aparecer hongos

y las plantas no siguen su desarrollo normal.

S-Conclusiones acerca del proceso de germinación y desarrollo

Las plantas destinadas a realizar experiencias con hojas,

se cultivaron en tierra en bandejas de plástico y fueron transplan­

tadas alrededor del mes de edad a macetas pedueñas y luego a macetas

más grandes.

Lasplantas destinadas a ser inoculadas se sembraron en arena

o solución salina y se transfirieron a recipientes cilíndricos de

2 cm de ancho y 3 cm de altura en el momento de 1a inoculación.
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Inoculación de precursores marcados

Obtención de mevalonolactona a partir de N,N‘-dibenci1etilendia­

monio bis (3LSJdihidroxi-3-meti1pentanoato

La sal (14,3mgr,9,4mCi/mMol) se disolvió en agua (220u1) y

se le agregó una solución salina de hidróxido de sodio 1N (60 m).

La N,N'—díbenciletilendiamina se removió extrayendo con etér

etílico. La solución acuosa se trató en batch con resina Amberli­

te IR 120 H+ y se agitó controlando el pH hasta pH final 6-6,5.

La solución se filtró a través de algodón,se lavó varias veces

con HZOdestilada y se liofilizó obteniéndose R,S-mevalonolactona­
2- 14C(3,4mgr, 4,7mCi/mMol).

Administración de precursores simples

A hojas vía tallos

El tallo de una hoja recién cortada se aplastó en su extremo

y sumergió en (O,3-O,5 m1) de solución acuosa del precursor simple

R,S -mevalonolactona 2-14C (4,7 y 53 mCi/mMol) ,D,L-metionina-14CH3

(5 y 56,7 mCi/mMol) o acetato de sodio-1-14C (0,05 mCi/mMol, con­

tenida en un recipiente de vidrio descripto anteriormente (ver

pág-174)

Las cantidades de radioactividad inoculadas y los tiempos de
administración se indican en las Tablas 15, 16 y 17 (cap. IV). El agua

evaporada se fue reponiendo periódicamente.
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A plantículas vía raíces en arena

10 plantículas pequeñas se colocaron en un recipiente idénti­

co al usado en e] método anterior el cual contenía una capa de

arena calcinada de 0,5 cm de altura.

La mevalonolactona-Z-14 c (4,7 mCi/mMol) se disolvió en agua

y se suministró comosolución meriego vía raíces.

Las canidades de radioactividad inoculadas y tiempos de admi­

nistración se indican en la tablalS(cap. IV). E1 agua evaporada se

repuso periódicamente.

Aplantículas vía raíces en solución salina

10 plantículas se sumergieron en una solución de R,S-mevalono­

lactona-2-14C (4,7 mCi/mMol) o D,L-metionina-14CH3 (5 mCi/ mMol)
en solución salina (0,3-0,4 ml) contenida en una recipiente como

los descriptos anteriormente. Las cantidades de radioactividad ino­

culadas y tiempos de administración se indican en la. tab1a15

(cap. IV). El agua evaporada se repuso periódicamente.

Aislamiento de los withanólidos marcados

Las hojas y plantículas inoculadas se lavaron cuidadosamente

con HZOy se extrajeron con éter etílico (10 m1 porhoja o cada 10
plantículas) durante 24 horas.58Luego de decantar y evaporar el

éter , el residuo se purificó según los siguientes métodos:

a) por ccd bidimensional usando comosolventes de desarrollo ace­

tato de etilo-benceno (4g) o acetato de etilo-tolueno (4:1) y

cloruro de metileno-metanol (14:1).
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bjEl residuo se redisolvió en acetato de etilo y se filtró a

través de una columna de sílicagel 60 usando acetato de etilo co­

mo eluyente. La solución se llevó a 1'm1 y se purificó por CLAR

usando una columna Li Chrosorb Si 100 10um (250x4,6 mm) y una

mezcla acetato de etilo- hexano- isopropanol (302322) comoelu­

yente.

14Administración de R,S-mevalonolactona-2- C a 10 hojas de AcnistusM
Experienc{¿_l¿ 10 hojas de Acnistus breviflorus recién cortadas

se sumergieron en una solución acuosa de R,S-mevalonolactona-2­

14€ (53 mCi/mMol, 143uCi) durante 3 días. Transcurrido este lapso

se extrajeron los withanólidos_como se indicó anteriormente.

Los principales withanólidos, withaferina A g y jaborosalac­

tona A ll, se aislaron por ccd preparativa en sílícagel usando

cloruro de metileno-metanol (14:1) y purificándose luego por ccd

Ensílicagel usando una mezcla de acetato de etilo- hexano-isopro­

panol (30:3:2) comosolvente de desarrollo cada una de las fraccio­
nes anteriores.

La withaferina A radioactiva (5,6 mgr;3,85 108dpm/mMol;inc.

absoluta 2,9%) y la jaborosalactona Aradioactiva (4.0 mgr,5,18x108

dpm/mMol;inc. absoluta 2,9%) tenían idénticas propiedades al ser a­

nalizadas por CLARy RMN-1Hque los respectivos patrones.
2 mgr de la withaferína A radioactiva se diluyeron con material

frío (120 mgr) y se recristalizó hasta actividad específica cons­
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tante (6,20x106 dpm/mMol)la cual se reservó para usar en reaccio­

nes de degradación.

La jaborosalactona A radioactiya se purificó por CLARy se

utilizó en experiencias de incorporación.

Experiencia 2: En una experiencia análoga a 1a anterior se adminis­

tró R,S-mevalonolac1ona-2-14C (48,6 mCi/mMol,143uCi) a 10 hojas

de Acnistus breviflorus recién cortadas,

Se aisló withaferina A radioactiva (9,5 mgr, 3,2x108dpm/mMol;

inc. absoluta 4,1%) y jaborosalactona A radioactiva (13 mgr,1,8x108

dpm/mMol;inc. absoluta 3,4 %). 2,5 mgr de 1a withaferina A radioa­

tíva se diluyeron con material frío (210 mgr] y se recristalizaron
6hasta actividad específica constante (3,7%10dpm/mMol).

Administración de 14Cjaborosalactona A

14C-jaborosalactona A (5,1x108dpm/mMol)obtenidaSe utilizó

a partir de R,S-mevalonolactona-2-14€ (53 mCi/mMol)como se descri­

bió anteriormente (experiencia 1).

Administración vía hojas

La jaborosalactona A radioactiva (0,0032 uCi) se disolvió en

200 ul de agua. Se agregaron 2 gotas de Tween 20 y se sometió

a ondas de ultrasonido.

Se amwrgienxien la misma 2 hojas durante 24 horas; los withanó­

lidos se extrajeron con éter etílico en frío y aislaron por CLAR
comose describió anteriormente.



179

Administración vía plantículas

La jaborosalactona A radioactiva (0,0032 uCí) se disolvió en

200 ul de agua. Seagregaron 2 gotas de Tween 20 y se sometieron a

ondas de ultrasonido.

Se sumergieron en la misma 10 plantículas de 15 días de edad

durante 3 días. La extracción y aislamiento de withanólidos son

análogos a la experiencia anterior.
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Secuencia degradativa para la obtención de los carbonos 25, 26 y 27.

Aplicación a withaferina A 8

a) Obtención de 2,3-dihidro-S-metoxiwithaferina A 33

La withaferina A g (50 mgr) se disolvió en una solución de ace­

tato de sodio 0,05N en metano] (10m1). Se calentó durante 9 horas

a reflujo y se dejó luego 12 horas a temperatura ambiente con agi­
tación.

Se evaporó el metanol y se extrajo con cloruro de metíleno.

Por evaporación del solvente se obtuvo un producto cristalino,

homogéneopor ccd (sistema 3) que se identificó como2,3-dihidro-3­

metoxiwithaferina A é; (58,3 mgr}

RMN-1“ (100 MHz,DCC13) ppm: ver pág.

RMN-13€ (25,2 MHz, DCC13) ppm: ver pág.
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b) Acetilación de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A

La 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 33 (58,3 mgr) se aceti­

16 con anhídrido acético (1,5 m1) y piridina (1,5 ml), durante

24 horas a temperatura ambiente protegiendo de la luz. Se volcó

luego la mezcla de reacción sobre ácido clorhídrico-HZO (1:10)
y se extrajo con cloruro de metileno. Luego de secar sobre sul­

fato de magnesio y filtrar, se evaporó el solvente. Se obtuvo

unproducto homogéneopor ccd (sistema 3) que se identificó como

el diacetato de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 1g (68mgr).

RMN-111(100 MHz, Dcc13) ppm: 0,68 (3H,s,Me-18), 0,98 (3H,d,J=6,S

Hz, Me-21), 1,28 (3H,s, Me-19), 2,08 (3H,s,Mc-28), 2,09

(3H,s, CQSCOZ),2,70 (2H,m,H-2), 3,27 (1H,ba, H-ó), 3,41

(3H,s,Cfl3O), 3,60 (1H,m,H-3), 4,37 (1H,dt,J=12 y 4 Hz,
H-22), 4,63 (1H,d,J=2,S Hz, H-4), 4,87 (2H,s,H-27).

c) Ozonólisis reductiva del diacetato de 2,3-dihidro-3-metoxiwitha­
ferina A

El diacetato de 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A ¿g (68 mgr)
se disolvió en una mezcla de cloruro de metileno-acetato de etilo

(1:1) (75 ml) y se ozonolizó durante 1 hora 30 minutos a 0°C has­

ta desaparición del producto de partida por ccd (sistema 4). Se

observó una mancha blanca en el origen al revelar con iodo debida

a la presencia del ozónido. Este se disolvió en ácido acético 50%

(15ml) y se agregó polvo de zinc (50 mgr).
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Se calentó una hora con aire caliente y se dejó 24 horas a

25 °C en oscuridad. La mezcla de reacción se llevó luego a pH:8

con solución de hidróxido de sodio 0,? N. Se observó aparición

de un precipitado blanco. Se dejó 2 horas a temperatura ambiente

con agitación y se extrajo con cloruro de metileno. Se llevó a

pH:S con ácido clorhídrico y se extrajo nuevamente con cloruro de
metileno , el cual se unió al extracto anterior.

La fase acuosa se reservó para tratamiento posterior. (ver

ruptura de ácido glicérico, págJ84).

La fase orgánica se secó sobre sulfato de magnesio, se fil­

tró y se evaporó el solvente. Se obtuvo un producto homogéneo

por ccd (sistema 3) que se identificó como la B-hidroxicetona
Q (4smgr).

RMN-1H(100 MHz, DCC13): 0,68 (3H,s,Me-18), 0,98 (3H,d,J=6,5Hz

Me-21), 1,20 (3H,s,Me-I9), 2,09 (3H,s,CfiSC02),

s, CESCO), 2,46 (2H,d,J=6Hz, H-ZZ), 2,80 (2H,m,H-2), 3,28

2,20 (3H,

(1H,ba,H-6), 3,41 (3H,s,CE30), 3,62 (1H,m,H-3), 4,20 (1H,
m,H-22), 4,63 (1H,d,J=2,S Hz,H-4)

RMN-13€(25,2 MHz, 00013) ppm: 208,6 (0-1), 40,6 (c-2), 76,4
0-3), 75,4 (0-4),61,4 (0-5), 58,6 (0-6), 30,9 (0-7),

31,2 (C-S), 43,2 (0-9), 51,0 (0-10), 20,7 (0-11), 27,4

-(0-12), 42,6 (0-13), 56,1 (0-14), 24,3 (0-15), 39,1 (0-16),

52,9 (0-17), 11,7 (0-18), 14,1 (0-19), 42,7 (0-20), 12,7

(0-21), 68,9 (0-22), 43,5 (0-23), 210,3 (0-24), 29,3

(0-25), 57,1 (0-3-00H3), 169,5 (C-4-QOCH3), 21,1 (0-4­

COQHs).
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d) Acetilación de la B-hidroximetilcetona 72

La B-hidroximetilcetona 12 (16,3 mgr) se disolvió en piridina
(0,3m1) y se agregó anhídrido acético (0,3 m1). Se dejó la mezcla

de reacción 24 hs en oscuridad con agitación. Se volcó sobre una

mezcla de ácido clorhídrico-HZO (1:20) y se extrajo con cloruro de
metileno. A1 analizar el producto por ccd (sistema 4) se observó una

mezcla de productos ( 10 mgr).El análisis de 1a misma por RMN-‘H

indicaba la presencia de un producto minoritario correspondiente

a 1a fi-hidroximetilcetona acetilada 11 mientras que los dos pro­

ductos mayoritarios se originaron por la deshidratación de la

hidroximetilcetona (lá y lg),

RMN-1|] (100 MHz, DCC13) ppm: 0,68 (s, Me-18, E y _7_6), 0,70

(s, Me-18, ¿1, 1,27 (s,Me-19),- 2,01 (s, c53c02-22,7_«1),

2,08 (s, Cuscoz), 2,11 , 2,18, 2,22 (s, Me-ZS), 4,63

(d, 11-4), 5,35 (m, H-22,_7_4_),6,0 (d, H-23 J23,22=]6Elz),

6,16 (d,H-23 J23,22=10Hz), 6,64 (dd, H-22,J'2¿2’23=16Hz

J =9Hz), 7,06 (dd,H-22 J22,23=10Hz J22,20=6Hz).22,20
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e) Aislamiento de los carbonos 25, Zógy 27. Ruptura del ácido

glicerico.

La fase acuosa reservada anteriormente (pág.182) se liofilizó y

- se extrajo durante 24 horas con acetona. Una alícuota del extracto

se analizó por CP junto con ácido glicéríco patrón (sistema 8).

A1 revelar con IO4Na-Mn04Kse observó una mancha amarillenta que
coincidió a la debida al ácido glicérico patrón.

Por análisis de otra alícuota por ccd (sistema 5) se observó

una mancha amarilla que coincidía con la originada por el ácido

glicérico patrón a] revelar con verde de bromocreso] en etanol

0,04%. Se evaporó la acetona y el residuo (mezcla de ácido gli­

cérico y sales) se disolvió en buffer fosfato 0,1M (pH:5,8) (Zml)

y se agregó ToaNa (120 mgr). La solución se dejó en oscuridad a
25 oC durante 48 horas. i

Se llevó luego a sz3 con ácido clorhídricd diluído y por pasa­

je de nitrógeno se recogió elcarbonato de bario ( 12mgr) prove­

nientes del C-26, formado por captura en una trampa conteniendo
solución saturada de hidróxido de bario. Este se filtró sin entrar

en contacto con el aire. El contenido restante del balón de reacción

se filtró, el filtrado se llevó a pH:6,S y se agregó al filtrado

una solución acuosa de dimedona 0,4% (Sml). El precipitado formado

se filtró obteniéndose el derivado dimedona-formaldehídoa partir

del formaldehído proveniente del (-27 (ZONET)­

La solución acuosa se alcalínizó con solución acuosa de hidró­

xido de_sndio, se lavó con cloruro de metileno descartándose esta

fase, se ajustó el pH a Z-y se liofilizó. El ácido fórmico prove­

niente del C-ZSse aisló junto con el resto de ácidos volátiles.
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Aislamiento de los carbonos 25, 26 y 27 e partir de 2,3-dihidro­
S-etoxiiaborosalactona A.

f) Acetilación y ozonólisis de la 2,3-dihídro-3-etoxijaborosalacto­
ha A 42

La 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A ¿a (38 mgr) se aceti­

16 con anhídrido acético-piridina (1:1) (3m1). Se obtuvo un pro­

ducto homogéneopor ccd (sistema 3), el cual fue ozonolizado luego
de disolverlo en un mezcla de cloruro de metileno- acetato de etilo

(1:1) (75 m1). El ozónido resultante se disolvió en ácido acético

50% (lO ml) Y se agregó polvo de zinc (25 mgr).

El éster del glicérico resultante se hidrolizó en medioalca­

lino, separándose luego el esteroide por extracción con cloruro

de metileno. La fase acuosa se reservó para posterior ruptura de

ácido glicérico.

g)Ruptura del ácido glicérico.

La fase acuosa se trató como se detalló en el item (e) (ver

pág.18®. Se aisló el carbonato de bario (6,7mgr) (C-26), el deri­

vado dimedona-formaldehído (121ngr) (C-27) y el ácido formico (C-ZS)

junto con el resto de los ácidos volátiles.
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h)Aplicación de la secuencia degradatíva descripta a withaferina A

radioactívaL

Se partió de withaferina A g radioactiva (40 mgr, 6,20x 106

dpm/mMol) y se agregó una solución de acetato de sodio 0,05 M en

metanol (12 m1). La mezcla de reacción se calentó a reflujo 9 ho­

ras y se dejó luego 12 horas a temperatura ambiente. Se evaporó

a sequedad y el residuo se suspendió en cloruro de metileno

y se filtró. Por evaporación del solvente se obtuvo 2,3-dihidro-3­
metoxiwithaferina A. E1 tratamiento de la misma con anhídrido acé­

tico-piridina (1:1) (Zml) por 16 horas a temperatura ambiente

dió diacetato de 2,3-dihidro-3-met0xiwithaferina A lg (48 mgr ,

6,18x 106dpm/mMol).Este compuesto se disolvió en acetato de etilo­

cloruro de metileno (1:1) (75 m1) y se ozonolizó a 0°C durante 90

minutos. Se evaporó el solvente y el ozónido resultante se trató

con polvo de zinc (35 mgr) y ácido acético 50% (10 m1). Luego

de 24 horas a 25 °C se llevó a pH:8 por agregado de una solución

de hidróxido de sodio 0,1 N y la mezcla se agitó durante 2 horas.

La solución se acidificó con ácido clorhídrico diluido hasta pH:5 y se

extrajo con cloruro de metileno. Por evaporación del solvente se

obtuvo la flhidroximetilcetona 1; (32 mgr, 6,06 x106dpm/mMol).

La fase acuosa se liofilizó a sequedad y el residuo se extrajo

exhaustivamente con acetona.El residuo obtenido por evaporación

del solvente se disolvió en buffer fosfato 0,1M (pH=6) (3m1) y se

trató con IO4Na (120 mgr). Después de 48 horas a 25 °C se burbu­
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jeó nitrógeno, previa acidificación con ácido clorhídrico diluído has­

ta-sz3. El dióxido de carbono se recolectó comocarbonato de ba­

rio (7,6 mgr, 9,90x 104dpm/mMol).El resto de la mezcla de reacción

se llevó a pH:6,5 y se agregó solución acuosa de dimedona 0,4%. El

derivado dimedona-formaldehídose filtró yse recristalizó de meta­

nol acuoso (13,1 mgr, 9514 dpm/mMol).

La solución acuosa se alcalinizó con NaOH(d)se lavó con cloru­

ro de metileno descartándose esta fase, se ajustó el pH a 2 y se
liofilizó. La fracción de ácidos volátiles tenía una radioactivi­

dad total de 1100 dpm.
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Secuencia degradativa para aislar los carbonos l y 26.

Degradación de 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona A

í) Reacción de 2,3-dihidro-3-etoxiiaborosalactona A con fenirlitío

A una solución defénïbiitio (5mmol) en THF (Zml) recién desti­

lado, contenida en un balón pequeño cerrado con un tapón de lá­

tex reversible, bajo atmósfera de nitrógeno, se agregó por medio

de una jeringa una solución de 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalüchm A

_g (36 mgr) en THF (2 ml) manteniendo la mezcla de reacción a 0°C.

Se sometió la misma a ondas de ultrasonido hasta formación de una

suspensión homogéneay luego a temperatura ambiente con agitación

durante 3 horas. Se volcó sobre hielo (reacción exótermica).

Se llevó luego a leve acidez con ácido clorhídrico 2 N y se extra­

jo con cloruro de metileno. Se secó sobre sulfato de magnesio, se

filtró y evaporó el solvente. Se obtuvo un producto marrón claro

aceitoso. El análisis por ccd (sistema 6) mostró una manchaprinci­

pal y algunos productos minoritarios al revelar con SO4H250%,
observándose la desaparición total del producto inicial. Se puri­

ficó la mezcla por columnade sílicagel (eluyente cloruro de meti­

lenc con cantidades crecientes de metanol) y se aisló el producto

13€ de dicho producto no pudo ser to­principal. El espectro RMN­

talmente asmnadn, pero en el mismose detectaron presencia de fe­

nilos y ausencia de carbonilo.
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j) Oxidación y aislamiento del C-26 como benzofenona y del C-1

como ácido benzoico.

El producto de fenilación se suspendió en ácido sulfúrico 10%

(7m1) y se agregóÍE?ÏS gr). La mezcla se destiló inmediatamente

bajo corriente de nitrógeno y se recogió en un balón conteniendo

hidróxido de sodio 10%(Sml). Se agregó agua al balón de reacción

para que su volumen se mantuviera entre 7 y 10 ml, hasta recoger

unos 60 ml de destilado.Este destilado alcalino se extrajo con éter

y se llevó a seco obteniéndose gotas aceitosas. El análisis por ccd

(sistema 2) mostró una mancha que coincidía con la de la benzofenona

patrón al revelar con 2,4-dinitrofeni1hidrazina en ClH ZN.

La benzofenona cruda aislada se redisolvió en etanol-HZQ (5:1)
(72 Fl) y se agregó clorhidrato de hidroxilamina (9 mgr). Se

agregó hidróxido de sodio (16,8 mgr) con agitación. Se calentó

5 minutos a baño maría hasta disolución total y la mezcla de reac­

ción se volcó sobre una mezcla de HZO-ácido clorhfihüco (30:3)
(345F1). Apareció un precipitado blanco que se separó por filtración

Se aislaron 2 mgr de oxima de benzofenona (p.f.142-143°C).

La fase acuosa se acidificó con ácidocjorhñhúco diluido y

se extrajo con éter etílico exhaustivamente. El extracto etéreo

se secó sobre SO4Na2y filtró. El análisis de una alícuota por ccd
(sistema 7) muestra una mancha amarilla que coincide con la del

ácido benroico patrón al revelar con verde de bromocresol 0,04%
en etanol. Se evaporó el solvente y se obtuvieron algunos cris­

tales con olor a ácido benzoico pero no fue posible pesar con

exactitud debido al bajo rendimiento de 1a reacción (< 0,5 mgr).
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Aislamiento de los canbonos 14y 26 a partir de withaferina A

k) Obtención de 2LS-dihidro-3-metoxiwithaferina A

ver item (a) pág. 180,

1) Reacción de 2,3-dihidro-S-metoxiwithaferina A con fenil-litio.

Según una técnica análoga a la detallada en el ítem (i), se

trató con fiHÜJ-litÍO (SmMol)en THF (Zml), una solución de 2,3­

dihidro-3-metoxiwithaferina A (43 mgr) en THF (Zml). Se obtuvo

un producto marrón claro aceitoso.

glokidación X aislamiento del carbono 26 comobenzofenona y

del carbono 1como ácido ben201co.

El producto crudo de fenilación se suspendió en ácido sulfú­

rico 10% (10m1) y se agregó CrO3 (1,5 gr). La mezcla se trató

como se indicó en el ítem (j) aislándose la oxima de 1a benzofeno­

na (3,6 mgr) y ácido benzcico ( <0,Smgr).

n).Aplicación de la secuencia degradativa descripta a withaferina A

yadioactiva

Se partió de withaferina A g radioactiva (86,6 mgr,3,7x 106

dpm/mMol)la cual se trató con una solución de acetato de sodio

en metanol 0,05N obteniéndose 2,S-dihidro-3-metoxiwithaferina A á;

(91 mgr,3,7 X106dpm/mMol). Esta se trató con fenil-litio en THF
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.y el producto crudo de fenilación se sometió a oxidación, destila­

ción y derivatización, según 1a técnica descripta anteriormente,

obteniéndose la oxima de la benzofenona que se recristalizó hasta.

actividad específica constante (3,3ngr,2,2 ¡(105 dpm/mMol).E1áci­

do benzoico no pudo ser recristalizado debido al bajo rendimiento

de la reacción (<0,1mg1‘,>6,4x105dpm/mMol).
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio

sobre el proceso biosintético que conduce a la formación del

anillo lactónico de los withanólidos y en particular determi­

nar el origen biogenético de los carbonos 26 y 27 de los mis­

mos. Dicho estudio implicó además de las experiencias con dis­

tintos trazadores marcados y la degradación química de los wi­

thanólidos marcados, el desarrollo de un método eficiente de

aislamiento y separación de los withanólidos.

Se eligió para realizar este trabajo a 1a planta Acnistus

breviflorus (Griseb) oriunda del noroeste de la Argentina (se

utilizaron hojas y semillas provenientes de 1a provincia de

Tucumán). Los métodos separativos desarrollados permitieron a

su vez el aislamiento y caracterización de los withanólidos

minoritarios presentes en los extractos.
Los temas desarrollados en esta Tesis fueron:

1- Introducción: En este capítulo se dan ejemplos de los prin­

cipales sistemas de sustitución encontrados en los withanóli­

dos. Estos compuestos se diferencian fundamentalmente por la

posición y número de grupos hidroxilo, átomos de cloro y pre­

sencia o ausencia de dobles enlaces y/o anillos epóxido. Se

mencionan, además, las propiedades biológicas de algunos witha­

nólidos y se hace referencia a caminos biosintéticos hipotéti­

cos que conducirían a 1a formación de los anillos A y B y aní­

llo lactónico presente en la cadena lateral de estos compues­
tOS.
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2. Withandlidos en Acnistus breviflorus: Se mencionan los witha­
nólidos aislados previamente de plantas de Acnistus breviflorus

por Lavie y colaboradores (de plantas cultivadas en Israel a

partir de semillas oriundas de nuestro pais) y por Bukovits a par­

tir de plantas de este género provenientes de la provincia de Tu­
cumán. Se hace además una breve referencia a los métodos utili­

zados anteriormente en la separación de withanólidos. Posterior­

mente se detalla un nuevo método de aislamiento, separación y a­

nalisis cuantitativo de withanólidos. El mismoconsiste en la ex­
tracción de las hojas frescas de Acnistus breviflorus con éter

etílico en frío y posterior separación de los withanólidos por

CLARa partir de dichos extractos prepurificados usando columnas

de sílicagel H eluídas bajo presión. El análisis cuantitativo se

realizó por CLARusando columnas de sílicagel por aplicación del

método del estandar externo. Se comparan los resultados obtenidos

por este método con las técnicas separativas tradicionales. Se
aislaron 12 withanólidos, 4 de los cuales no habían sido aislados
anteriormente.

3. Estudio espectroscópico y elucidación estructural de withanó­

lidos de Acnistus breviflorus z Luego de una breve introducción

en 1a cual se dan las principales características de los espectros

de masas y de RMN-1Hde los withanólidos, en particular de witha­

ferina A, se analizan en detalle los espectros ZDJy I vs frecuen­

cia de withaferina A realizadOs a 500 MHz.A continuación se rea­
13

liza una reinterpretacióndel análisis de los espectros de RMN-C de
los withanólidos en base al concepto de efecto Y introducido por
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Beierbeck y colaboradores. Posteriormente se analizan los datos

espectroscópicos obtenidos para cada uno de los compuestos aisla­

dos (RMN-1H,13€ y E.M.). En algunos casos la identificación se

completó mediante la obtención de derivados o.porusíntesis quí­
mica de los mismos.

Se identificaron los siguientes compuestos:

withaferina A g, jaborosalactona A ll, jaborosalactona D gg, jabo­

rosalactona E gg, 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A gg, 2,3-dihi­

drOWithaferina A á_, Óu—cloro-SB-hidroxiwithaferina A _1, 5,6-desoxi­
withaferina A ¿9, 2,3-dihidro-3-etoxijaborosalactona a 3;, Sa­

metoxi-4,S-dihidrojaborosalactona B ig, Sa-etoxi-4,S-dihidrojabo­

rosalactona B ii, 2,3-dihidrojaborosalactona A ¿5.

Los cuatro últimos compuestos no habían sido descriptos hasta

el momento, los tres primeros son artefactos que se forman por ex­

tracción con solvente (metanol o etanol) en caliente, mientras

que el último es un withanólido natural.

4. Biosíntesis de withanólidos en Acnistus breviflorus: En este

capitulo se dan los antecedentes de estudios biosintéticos relacio­
nados a los withanólidos y se plantea el posible origen biogené­

tico de los carbonos 26, 27 y 28 de dichos compuestos.

En particular en esta tesis de intentó determinar el origen

biogenético de los carbonos 26 y 27, para lo cual se desarrollaron

las siguientes líneas de trabajo:

a) Búsqueda de las condiciones de cultivo de las semillas de

Acnistus breviflorus y de las condiciones óptimas de incorporación

de precursores.
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b) Aislamiento, separación y análisis cuantitativo de los withanó­

lidos principales (withaferina A g, jaborosalactona A ll, jaborosa­
lactona D ¿2).

c) Incorporación de precursores simples (R,S-mevalonolactona-2-14€,

D,L-metionina-14CH3 y acetato de sodio-1-14c),
d) Reacciones de degradación de los withanólidos marcados para deter­

minar las posiciones en que se incorporó 1a marcación en el anillo
lactónico.

En base a estos estudios se concluyó que jaborosalactona A ll,

jaborosalactona D ¿g y withaferina A g no deben ser considerados co­

moproductos finales, sino comointermediarios que son posteriormen­

te metabolizados. Por otra parte se llevaron a cabo experiencias de
incorporación con jaborosalactona A -14C, obtenida biosintéticamente,

que indican que jaborosalactona A sería un precursor de withaferina A

y jaborosalactona D.

En base a los resultados observados en la degradación de withafe­

rina A radioactiva se postula la existencia de dos caminos alternati­

vos para la biosístesis de withanólidos: según uno de ellos se rompe­

ría la cadena lateral de un esterol precursor con pérdida del C-Zó

y posterior reconstrucción del anillo lactónico; por una ruta alter­

nativa el C-26 derivaría del C-2 de mevalonolactona y dado que este

carbono es estereoespecíficamente incorporado al proR-metilo (C-26)

de varios esteroles, sería este metilo el que se oxida a carboxilo

(C-Zó) en los withanólidos.

5. Parte experimental:Se describe la parte experimental de la labor

realizada que incluye los datos numéricos de los espectros de los

compuestosdescriptos en esta tesis.
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