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CAPITULO I

INTRODUCCION



GENERALIDADES

Los withan6lidos son un grupo de esteroides naturales cons _
truidos sobre un esqueleto de tipo ergostano. Se caracterizan por
poseer una cadena lateral de nueve atomos de carbono, con una lac
tona de seis miembros formada por los carbonos 22 a 26; esta es_
tructura bédsica, representada en la figura 1, se denomina'esque _
leto withanélido".'

Deben su nombre a la planta Withania somnifera donde fueron
descubiertos los primeros constituyentes de este grupo.Z’SHan si_
do hallados ademds en otras plantas del género Withania,6 y tam-
bién en plantas de los géneros Acnistus (Dunalia), Jaborosa, Ni-
candra, Physalis, Datura, Lycium, etc, todas ellas pertenecientes
a la familia de las Solandceas encontrandose principalmente en
las hojas de los vegetales mencionados.

Existen otros compuestos tales como 22,26-6-lactoles, 23,26
y 28,26-Y-lactonas, fisalinas, acnistinas y con anillo D de seis

4'6todos ellos biogenéticamente relacionados

28

miembros aromatizado,

27

22

20 26

Figura 1: Esqucleto withanélido.
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a los withandlidos (Figura 2 ). Por conveniencia se agrupa tam-
bién a estos compuestos bajo el nombre genérico de withandlidos,
siendo las caracteristicas comunes de los mismos un esqueleto bi-
sico, modificado o no, del tipo ergostano y distintos grados de
oxidacidn en los carbonos 1, 22 y 26.

Las fisalinas fueron aisladas de varias especies de Physalis
los rasgos estructurales comunes de 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 formacidn de un nuevo en _
lace entre los carbonos 16 y 24. Se designan como withafisalinas,

compuestos que representan estados intermedios en el proceso bio-

.sintético de withanélidos a fisalinas, por ejemplo withafisalina

C 5.

Los compuestos del tipo Nic 1 (nicandrenona) 6, 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 la cual aparece un ciclopentano por unidén de los carbonos 21
y 24, por ejemplo acnistina A 7.

Los withandlidos con esqueleto esteroidal no modificado se puc._
den subdividir de acuerdo a las siguientes caracteristicas estruc_

turales:

a) compuestos no sustituidos en carbono 20.4’5’7'10

b) compuestos que poseen un grupo hidroxilo en carbono 20

215
(20<). 455,111

c) compuestos con la cadena lateral orientada 17a.4'5’9



oH O

nicalbina A 1 ixocarpalactona 2

perulactona 3

withafisalina C §_

0
--0H
0
F{
oH
.° l ;
N OH
OH O 0
Nic-1 (nicandrenona) 6 acnistina A 7

Figura 2: Estructuras de algunos compuestos biogenéticamente

relacionados a los withan6lidos.
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Estas subdivisiones son importantes desde el punto de vista
biogenético, pues con muy pocas excepciones, las plantas que sin-
tetizan 20-H-withandlidos no producen 20-hidroxi compuestos y vi._
ceversa.4

Los 17%-alquil withandlidos son el Gnico grupo de esteroides
naturales que poseen una cadena lateral de mids de dos carbonos
orientada en ¢,

Los compuestos presentes en estos subgrupos se diferencian por
la posicidn y nimero de grupos hidroxilo, atomos de cloro y pre.-
sencia o ausencia de dobles enlaces y/o anillos epdxido. En la fi-
gura 3 se presentan ejemplos de estructuras de withandlidos que
contienen este tipo de variaciones.

Gonzdlez y colaboradores lograron aislar de Withania aristata
Pauq. , un glicdsido mezclado con el B- D-glucdsido del sitosterol,
que por hidrdlisis acida y separacidn cromatogrédfica permitid ais-
lar al 1%,14a-dihidroxi-22R-witha-5,24-dienslido 20. °Sin embar-
go no se llegd a detectar en este trabajo el resto del azficar, ni

se informaron las constantes fisicoquimicas del glicdsido.




0
OH

withaferina A §

oOH[”
0" ™0
| OH
0
OH
0
withan6lido E 10
oH[
0
e
0]
OH
o4

withaperuvina 12

Figura 3: Estructura de algunos withan6lidos con esqueleto este-

0
oH

withan6lido D 9

fisalolactona 13

roidal no modificado.
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20a-hidroxi-1,4-dioxo-58,68-
epoxi-20R,22R-witha-2 24-

dienolido 18

Figura 3: continuacién

1a,38,20a-trihidroxiwitha-
5,14-dienélido ;5

(20R,22R)-14a,20qa-dihidroxi-
1-oxowitha-2,5,16,24-tetra-

nélido 19



OH

El primer glicdsido totalmente caracterizado perteneciente
al grupo de los withandlidos, fue aislado de las fracciones pola-
res del extracto etéreo de hojas de Physalis peruviana]7ﬁl mismo
se identificd como 3-0(B -D-glucopirandésido) fisalolactona B 21.
Recientemente se aislaron dos nuevos glicdsidos de Dunalia
australis , tambié&n caracterizada como Acnistus australis
llamados dunawithaninas A y B.]BLas estructuras de los nuevos com-
puestos se determinaron a partir de datos fisicos y transformacio-
nes quimicas como (20R,22R)-3-0(2',3-di-O-( B-D-glucopiranosil)- 8-
D-glucopiranosil)-3 B,20-dihidroxi-la-acetoxi-witha-5,24-diendli-
do 22 y el correspondiente 3-O(B-D-glucopiranosil (1'—x)-B-

D-glucopiranosil) compuesto 23.






‘PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LOS WITHANOLIDOS

Durante muchos afios se atribuyeron diversas propiedades te._
rapéuticas a las plantas de Withania somnt fera. Algunas tribus
sudafricanas usaron sus raices y hojas con distintos propdsitos
medicinales, atrayendo la atencidn 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, hipndticas y antisépticas;4sin embargo la mayoria de los
estudios realizados a comienzos de este siglo no confirmaron las
propiedades mencionadas.19

Al aislarse los primeros withandlidos en forma pura y cris-
talina, se realizd un mejor estudio de los mismos, encontrandose
que la withaferina A 8 no sdlo presentaba propiedades antican-

20'Zssin'o también una notable actividad bacteriostati _

31,32

cerigenas

26-30

c , ejerciendo ademds accidn inmunosupresora.

También se encontrd que la withaferina A y el withandlido D

9 inhibian la formacidon de adcido ribonucleico (ARN) en el sarco-

ma 180 de células cancerosas a una concentracidn de 40ng/m1.33

Por otra parte la withaferina A inhibe la sintesis de proteinas3

3¢ inversamente, nucledfilos bioldgi-

36,37

y el desarrollo de hongos
cos y algunos microorganismos actGan sobre ella.

La actividad anticancerigena de la withaferina A se ha eva-
luado en forma mds extensa investigando su accidn contra el sar-

coma 180, el sarcoma negro, el carcinoma ascitico de Erlich y el

. . 38
adenocarcinoma mamario E0771 en ratas.

Se estudid también la actividad de varios withandlidos fren-
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te a las larvas de Spodoptera littoralis entre ellos withand-
lido E 10, 48-hidroxiwithandlido E 24 (principales componentes de

39Algunos de estos com-

Physalis peruviana), y withandlido S 2§.
puestos inhiben la alimentacidn de las larvas, siendo critica
la sustitucidn en los carbonos 4, S y 6 en la actividad desarro-
llada. E1 withandlido E es el que presenta mayor actividad; la
adicidén de un grupo hidroxilo en posicidén 4B reduce esta acti-
vidad en un factor de 10, mientras que la hidrdlisis del S5,6-epd-
xido a 5,6-diol, sistema presente en withandlido S, conduce a
una inactivacion total.

Recientemente se comprobd la actividad antiinflamatoria
del 3B-hidroxi-2,3-dihidro-withandlido F 26, el cual fue aislado
de frutos de Withania coaguZans.40En dosis de 10 mgr/kgr este
compuesto actGa sobre los edemas y granulomas, en condiciones sub-

agudas, causadas por formaldehido inyectado en ratas. Se determi-

nd que su actividad en peso, es 5 veces mayor que la de fenilbu_

24 4p-hidroxi - 58,68-epoxi
( 4B, hidroxiwithan6lido E)

25 Sa ,6B-dihidroxi
(withan6lido S)



1
tazona y aproximadamente igual a la de la hidrocortisona. Por
otra parte se comprobd que este withandlido no afecta el siste-

ma nervioso central.
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WITHANOLIDOS EN LA QUIMIOTAXONOMIA

Mediante estudios realizados en la planta Withania somni-
fera, se comprobd que la misma existe como distintas poblaciones
morfoldgicamente indistinguibles unas de otras, que difieren qui.
micamente de acuerdo al tipo de withandlidos que contienen.

Tales poblaciones de plantas se designaron como quimiotipos,
identificandose en Israel tres quimiotipos distintos (I-III).

El principal constituyente del quimiotipo I41fue withaferina
A 8, la cual estaba acompafiada por pequefias cantidades de otros
withandlidos.A pesar de la caracteristica general de Withania
somn? fera de introducir grupos hidroxilo en el esqueleto esteroi-
dal, no se encontrd en el quimiotipo I niﬂgﬁn compuesto con un
sustituyente hidroxilo en carbono 20, siendo los principales com-
ponentes 4B-hidroxi-5,6-epoxi withandlidos.

4]E1

E1l quimiotipo II contenia sdlo 20-hidroxi withandlidos.
principal withandlido constituyente resultd ser el withandlido D
9, el cual se encontraba acompafiado de otros withandlidos con
grupos hidroxilo adicionales,

42también contenia sdlo 20-hidroxi withand-

E1l quimiotipo III
lidos, los cuales podian dividirse en dos grupos: a) con cadena
lateral orientada en B; b) con cadena lateral orientada en ©.Nin.
guno de los withandlidos aislados en este quimiotipo poseian hi-
droxilo en carbono 4. Con excepcidn del withandlido E 10, el cual
poseia el sistema 5B ,6B-epoxi, todos los componentes del grupo

tenian un doble enlace en esta posicidn.

Se supuso que la formacidn de los distintos componentes en



13
plantas pertenecientes a un mismo género tenia caricter genético
lo cual se confirmd realizando cruzas reciprocas por polinizacidn
entre distintos quimiotipos de Withania somnifera?La cruza de los
quimiotipos I yIll produjo al withandlido D 9, como producto pre-
dominante, el cual no se detectd en los quimiotipos padres, mien-
tras que withaferina A 8, el principal componente del quimiotipo
I, se encontraba ausente y el withandlido E 10 permanecia presen.
te en la descendencia como una herencia del tipo padre III.

Como observacidén general se puede decir que las plantas que
producen 20-hidroxi withandlidos no producen 20-desoxi withand-
lidos, siendo una excepcidn la presencia conjunta de withaferina

4

A y withandlido D en el tipo africano de Withanta somnifera’y de

17-desoxi-20-hidroxiwithanona 27 junto con 17 .desoxiwithanona 28
en Lyetum chinese .43
Los resultados obtenidos por cruzas de distintos quimiotipos

sefialan la posibilidad de lograr un control gené&tico, pudiendo

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

lizado hasta el momento la presencia de distintos quimiotipos en

plantas de otros géneros que contienen withandélidos.

CONCLUSIONES BIOSINTETICAS OBTENIDAS A PARTIR DE PRODUCTOS AIS-

LADOS DE WITHANIA SOMNIFERA.

Lavie y colaboradores4propusieron un camino biosinté&tico hi-
potético a partir del andlisis cuali y cuantitativo de los witha-
n6lidos obtenidos a partir de cruzas por polinizacidn entre dis-
tintas especies de Withania somnifera. El mismo conduce a la sus-
titucidén de los anillos A y B a partir de un fitoesterol precur-
sor, como se indica en la figura 4.

El primer paso seria presumiblemente la hidroxilacidn en car-
bono 1, la cual tendria lugar por el lado menos impedido de la mo-
lécula. E1 intermediario 5-en-1te,3B8.diol (I), se oxidaria selec_
tivamente a la correspondiente cetona II la cual daria el siste-
ma 2,5-dien-1-ona (III) (encontrado en varios withandlidos) por
una 0-eliminacidén. Todos los compuestos que poseen la estructura
III son bastante inestables y deben ser reducidos a 2,3.dihidro
derivados para prevenir la oxidacidn. Es notable que el sistema
1-ona saturado ha sido encontrado raramente en esta serie en la
naturaleza.

El camino biosintético se ramificaria en este punto hacia va-
rias direcciones: a) hidroxilacidén en carbono 4

b) epoxidacidn de carbonos 5 y 6

c) hidroxilacién de carbonos S y 7
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Figura 4: Camino biosintético propuesto por Lavie y colaboradores

para la funcionalizacidén de los anillos Ay B.4
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La hidroxilacidén en carbono 4 conduciria a la estructura 2,5-
dien-48-0l (IV) la cual se epoxidaria ridpidamente dando V. Mien-
tras que la estructura IV se encuentra sdlo en componentes mino-
ritarios, V se presenta en alrededor de 16 compuestos, entre ellos
withaferina A 8 y withandlido D 9.

La epoxidacidn de los carbonos 5 y 6 daria lugar al sistema
VI, encontrado por ejemplo en jaborosalactona A 11. Por poste-—
rior apertura hidrolitica del epdxido se obtendria el sistema XIII
presente en jaborosalactona D 29. Las estructuras VIII y IX son
raras dentro de la serie de los withandlidos. La epoxidacidn es-
tereoespecifica de IX daria el sistema 5-hidroxi-6,7-epoxi (X),
encontrado en withandlidos de Withania somnifera del tipo hindd
y de Nicandra physaloides. |

El resto de las estructuras de la figura 4 representan pro-
bables intermediarios que darian lugar a la formacidn de compo-

nentes minoritarios postulados como precursores.
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Por otra parte Vande Velde y Lavie??

aislaron tres compues-
tos de Withania coagulans, Dunal.identificados como B-sitoste-
rol, 3B-hidroxi-2,3-dihidrowithan6lido F 26 y ergosta-5,25-dien-
38,24 &-diol 30 y consideraron a los dos Gltimos como posibles pre-
cursores de los withandlidos.En base a esta suposicidn y consi-
derando al Z4-metilencolesterol como precursor de withandlidos,
propusieron un camino biosinté&tico que daria lugar a la forma-
cidén de la cadena lateral de estos compuestos (Figura 5). I re-
presenta al Z24-metilencolesterol; el fitosterol aislado II 1lle.
varia a III por hidroxilacidn en carbono 22, una reaccidn bien co-
nocida en la biosintesis de esteroides en la naturaleza. A par-
tir de este punto son posibles dos hipdtesis:
a) ciclacidén de III para dar IV, el que luego se oxida a V
b) oxidacidén del isdémero alilico VI para dar VII cuya posterior
ciclacidén conduce a V. |
La estructura de un lactol del tipo V se encontrd en varios witha-
45-48

ndlidos (ver pag. 1); la oxidacidn del mismo conduce a la

lactona VIII, caracteristica en la estructura de los withandlidos.

OH

HO



N
OH (HIOH
VI
I
4
AN
) OHCHO
VII
N
/
0 '4

Figura 5 :Posible camino biogenético que :-onduce a la formacidn

de la cadena laceral de los withanélidos‘.‘4
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ANTECEDENTES

La planta Acnistus breviflorus (Griseb), también caracte-
rizada como Dunalia breviflorus, es oriunda del noroeste de la
Argentina.

Se ha publicado una descripcibén de la planta con el nombre

49en la cual se hace un andlisis cuali

de Acnistus parvi florus,
y cuantitativo de algunos componentes, determinindose solamen-
te el contenido en alcaloides, azlcares, saponinas, ceras, Te-
sinas y grasas.

0 4, investigaron con el Gnico ob-

Juliani y colaboradores
jeto de aislar de ella withaferina A 8. Este grupo hizo lo mis-
mo con otras Acnistus argentinas, encontrando que el contenido
de withaferina A, varia con la época de recoleccibén de las ho-
jas; asi, por ejemplo, en Acnistus breviflorus (Griseb) ( pro-
venientes de Termas de Reyes, Jujuy), el contenido resultd ma-
yor en muestras recolectadas en noviembre que en aquellas ob-
tenidas a fines de febrero.

Posteriormente se realiz6§ un estudio de los extractos de &-
ter de petrbdleo y €ter etilico de hojas de esta planta prove-

51,52

nientes de la provincia de Tucumén. Los componentes prin-

cipales de este iltimo extracto eran withandlidos, pigmentos Yy
resinas. Esta mezcla se purificd por columna cromatbgrafica de

silicagel aisldndose cinco withan6lidos de estructura conocida.
Los componentes mayoritarios fueron identificados como withafe-

rina A 83’21y jaborosalactona A 11.548e aislaron ademds jaboro-

52,53
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salactona D gg,ssjaborosalactqna E ;gssy un artefacto formado

durante la extraccibn con metanol en caliente, identificado ante-

21’56(Figura 6).

riormente como 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 33
Lavie y colaboradores7 realizaron también un estudio del ex-
tracto cloroférmico de plantas de Acnistus breviflorus cultivadas
en Israel, a partir de semillas provenientes de la Argentina. Por
cromatografia en columna de silicagel de dicho extracto Se aisla-
ron nueve withanblidos, 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-

3,56

ferina A 34. Otros compuestos conocidos aislados como componen-

tes minoritarios fueron:24,25-dihidro-27-desoxiwithaferina A 35,
27-desoxiwithaferina A §g1 y 6a-cloro-58-hidroxiwithaferina A ;19
Los cuatro compuestos nuevos aislados fueron: 2,3,24,25-tetrahidro-
27-desoxiwithaferina A ég, 2,3-dihidro-27-desoxiwithaferina A 39,
5,6-desoxiwithaferina A 40 y 2,3-dihidro-5,6-desoxiwithaferina A
41 (Figura 7).

La comparacidén de los compuestos aislados por Bukovits y 1los
encontrados por Lavie y colaboradores indicarfia que el tipo de
withan6lidos producidos por la planta depende del lugar de creci-
miento, si bien no puede descartarse la existencia de distintos
quimiotipos dentro del género Acnistus que podrian justificar las
diferencias encontradas. Es una caracteristica comin de los witha-

n6lidos aislados en Israel la presencia de un grupo hidroxilo en

posicidn 4 B, mientras que en las plantas provenientes de
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withaferina A 8
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R:CH jaborosalactona D

R:Cl jaborosalactona E

Figura 6: withan5lidos
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0

jaborosalactona A 11

CH,0

0
OH

29 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 33

2

aislados de Acnistus breviflorus cultivados en

52

la Argentina.
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2
3

OH OH
R:OH withaferina A 8 5,6-desoxiwithaferina A 40
R:OH 2,3-dihidrowithaferina A 34 2,3-dihidro-5,6-desoxiwitha-
R:H 27-desoxiwithaferina A 36 ferina A 42
R:H 2,3-dihidro27desoxiwitha-

ferina A 19

R:H 2,3,24,25-tetrahidro-27-desoxi-
withaferina A 38

R:H 24,25-dihidro-27-desoxiwithafe- OH

rina A 35

6a-cloro-58-hidroxiwithaferina A 37
Figura 7: withanélidos de Acnistus breviflorus cultivados

7
en Israel.
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Tucumdn se encuentran varias jaborosalactonas (4-desoxi withand-
lidos). En ambos casos no se encontraron compuestos hidroxila-
dos en carbonos 17, 20 y/o 14 y la sustitucibén de los anillos A
Yy B no presentaba demasiadas variaciones, como en el caso de los
withanélidos aislados de Withania somntifera.

En este trabajo de tesis se continub el anflisis del conten-
tenido de withan6lidos presentes en plantas de Acnistus breviflo-
rus provenientes de la provincia de Tucumin aislando los compo-

>2 y comparando sus

nentes minoritarios no aislados por Bukovits
estructuras con la de los withanb6lidos aislados por Lavie7 de
plantas de este género cultivadas en Israel. Dado que la forma-
cién de artefactos por extraccién con metanol o etanol en calien-
te,las similitudes estructurales entre los withan6lidos y la pre-
sencia de pigmentos en los extractos, resultan en tediosas y com-
plicadas separaciones, se trat6 de encontrar un método de extrac-
cidn y separacidén que permitiera superar estos inconvenientes. Con
este fin los withan6lidos se aislaron mediante la adaptacién de

un método descripto para plantas de withania somniferass, que con-
siste en la extraccibén directa de las hojas frescas con €ter eti-
lico en frio durante 24 horas, y los resultados obtenidos se com-
pararon con los withanélidos aislados por mé&todos tradicionales.
Los extractos obtenidos en ambos casos se fraccionaron por cro-

matografia liquida de alta resolucidén (CLAR) luego de ser conve-

nientemente prepurificados.
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METODOS DE AISLAMIENTO Y SEPARACION DE WITHANOLIDOS

El aislamiento de withanbélidos se realiza usualmente a par-
tir de las hojas secadas al aire, por extraccién en caliente con
metanols’szo etanol?1Este tratamiento da lugar a la formacidn de
artefactos (ejemplo: 2,3-dihidro-3-metoxiwithaferina A 33) que com-
plican la posterior separacidn.

Los withandlidos aislados se separan tradicionalmente por

3’520 alﬁmin321como adsorbente y 1las

cromatografia en silicagel
fracciones recolectadas se purifican por cromatografia en capa
delgada(ccd) preparativa o por cristalizaciones sucesivas de las
mezclas.7En algunos casos se logran separaciones por oxidacién

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

te reactivo oxida selectivamente los alcoholes alilicos permi-
tiendo separar, por ejemplo, 2,3,24,25-tetrahidrowithaferina A
38 de la 27-desoxiwithaferina A 36.En este caso sdlo se oxida el
segundo compuesto y los productos son facilmente separables por
ccd preparativa.

Se ha utilizado también la cromatografia liquida de alta
resolucidén (CLAR) en la separacidén de withanblidos (aunque nun-
ca se aplicd la misma al fraccionamiento de extractos con fines
preparativos). Gustafson y colaboradores59 utilizaron este mé-
todo para separar withaferina A 8 de varios derivados quimicos
y microbianos de la misma, encontrando que en las columnas de
Corasil] y Porasil A (61 *0,2 cm DI), la resolucibén 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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elucién y un detector de fndice de refraccién.

60separaron por CLAR varios withand-

Kirson y colaboradores
lidos que diferian entre si principalmente por el ndmero y. po-
sicibn de sustituyentes hidroxilo. Usaron Porasil A como relle-
no de columna y mezclas de hexano e isopropanol como solvente,
lo cual les permitid trabajar con un detector uv aproximadamen-
te 1000 veces mids sensible que el usado por Gustafson. Para com-
pensar la baja eficiencia del adsorbente usaron una columna de
366 cm de largo y aproximadamente 2 mm de didmetro interno (DI)
convenientemente arrollada, llegando a detectar 5 ngr de compues-
to, mientras que las cantidades mds pequefias detectadas utili-
zando un detector de. indice de refraccién fueron entre 1-9 Mgr.
Sin embargo en los cromatogramas obtenidos los withan6lidos pre-
sentaban tiempos de retencién largos (entre 2 y 17 horas) que
ocasionaban picos anchos y asimétricos.

También se us6 CLAR para separar componentes de Physalis
peruviana y Nicandra physaloides (c¢) Gaerth var. albiflora, 61
mediante una columna de Lichrosorb Si-100, 5 ym (250x4,6 mm DI).
Como eluyente se utilizaron mezclas de isopropanol, cloruro de
metileno y acetonitrilo, logrindose buenas separaciones.