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LAS LABORES QUE SE DESCRIBEN EN EL PRESENTE TRABAJO ESTU=-
VIERON ENCAMINADAS AL LOGRO DE UN MAYOR CONOCIMIENTO SOBRE EL
PROCESO BIOLOGICO DE FORMACION, EN PLANTAS Digitalis purpurea,

DE LOS GLICOSIDOS CARDENOLIDOS QUE CONTIENEN.

EN PARTICULAR, SE BUSCO ESTABLECER LA SECUENCIA NATURAL
DE UNO DE LOS ULTIMOS PASOS DEL CAMINO BIOSINTETICO: EL CON=-
DUCENTE A LA CONSTITUCION DEL ANILLO LACTONICO DE LOS REFERI=-
DOS GLICOSIDOS.
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Caracterf{sticas de la planta Digitalis purpurea

La Digitalis purpurea es una planta vigorosa, bianual, de

uno a dos metros de altura, perteneciente a la familia de las
Scrophularidceas, Posee grandes hojas ovales, tallo simple y
flores tubulares agrupadas formando espigas terminales, Sus
bonitas flores de color pirpura tienen cierta semejanza con
los dedales que se utilizan para coser, lo que le ha valido el
nombre comin de "Dedalera".

La planta tiene una gran aplicacién en jardinerfa y por su
contenido en glicdsidos cardioténicos se la ha utilizado en me-
dicina desde el siglo XIII.

Es originaria de Europa meridional y Asia occidental, En
Argentina crece espontdneamente en los valles cordilleranos de
la Patagonia, desde el Lago Nahuel Huapi hasta el Lago Argenti-
no, y su origen se remonta a los cultivos hechos en Chile por
los jesuftas a fines del siglo XVII,

Se siembra de semilla en almdcigos durante la primavera, has-
ta mediados del verano, para transplantarla en otofio. E1 clima
y la naturaleza del terreno son de fundamental importancia, sien-
do preferible el sflico-arcilloso-4cido.

Las semillas de Digitalis purpurea contienen cardenélidos cu=-

ya concentracién decrece lentamente durante el perfodo de germi-
nacién ( 30 df{as aproximadamente ) de 0.2 mg a 0,042 mg/g de
planta fresca 1. En plantas de un afio de desarrollo las mayores
concentraciones se encuentran en las hojas mds jévenes. En el

segundo afio, los cardendlidos se distribuyen en los dérganos jé-
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venes de la planta, es decir, flores, fpptoa y hojas, encontrin-
dose pequefias cantidades también en las rafces 2, Sin embargo,
la cantidad total y la distribucidén relativa de los mismos de=-
pende de factoree ecoldgicos, grado de desarrollo de la planta,
tiempo de cosecha, etc. Movitt 3 informa valores que oscilan en=
tre 5 mg y 500 mg de digitoxina/kg de hojas secas, dependiendo
del lugar de origen de la planta.

Con respecto a la funcién que cumplen los glicdsidos carde=-
nélidos en la planta, alin no se ha llegado a una conclusién con=-
creta. Se supone que pueden tener tanto funciones regulatorias
como ecoldégicas. Pueden estar involucrados en el proceso de vi-
da de las plantas o ayudarlas a sobrevivir en presencia de hon-
gos, insectos y animales superiores 4. Sin embargo, se ha des-
cubierto que muchos insectos pueden ingerir glicdésidos cardio-
ténicos, por lo que se cree que también podrfan cumplir una

funcidn de proteccidn en insectos, comtra sus depredadores 5.




Ejemplar de Digitalis purpurea,

15«
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Antecedentes histdricos de la accidn farmzcoldgica de los gli-

césidos cardendlidos

La primera mencidn sobre el uso en medicina de la planta

Digitalis purpurea por cirujanos galeses en el siglo XIII, an-

tecede en aproximadamente trescientos afios, la descripcidn bo-
tdnica de la.planta. Mientras algunos la consideraron como un
veneno, otres reconocieron sus propiedades medicinales. Sin em-
bargo, durante muchos afios se desconocid la accidén terapéutica
espec{fica de la droga y se usé como una panacea para una varie-
dad de dolencias como epilepsia, itlcera y heridas. Los efectos
téxicos de la misma fueron reconocidos mucho antes que sus pro-
piedades terapéuticas., En el siglo XVII se la utilizé como ex-
pectorante, emético y purga.

El comienzo de la terapia especi{fica con Digitalis purpurea

se inicia con Withering, quien en 1785 la aplicé al tratamien=-
to de la gota. Observd, ademds, su potente accidn diurética pe-
ro no repard en su accién cardfaca.

El modo de accién de la droga permanecid oscuro durante mu=
chos afios y su uso se basé \inicamente en factores empfricos. El
redescubrimiento de su aplicacidén en medicina se debe a Sir Ja-
mes Mackenzie, quien destacd que era un principio terapéutico
indispensable,

En sus comienzos, su uso estuvo aplicado a un solo tipo de
desorden cardfaco: las arritmias. A principios de este siglo se
comenzd a usar en el tratamiento de descompensacién cardfaca,

con ritmo regular, ya gque se comprobd que la droga tiene la ca-
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pacidad de aumentar la eficiencia mecdnica del corazdén, reducir
la dilatacidén cardfaca y disminufr la presidén venosa, aliviando
los s{ntomas de la descompensacién.

Como el contenido de principios activos en Digitalis purpu=-
rea varfa con el lugar de origen de la planta y su edad y como
la potencia de los mismos es funcién del grado de deterioro de
la planta y del modo de preparacién de la droga, fue necesario
lograr una estandarizacién apropiada del producto. Para ello se
utilizé la técnica del ensayo bioldgico empleando sapos y gatos.

Las preparaciones de la droga a partir de hojas enteras de
la planta se presentan en diferentes formas, tales como pildo-
ras, tabletas, cdpsulas y supositorios, siendo la administra-
cién oral la mds comunmente empleada.

En cuanto al aislamiento e identificacién de los glicésidos
cardiotdnicos, los primeros trabajos se deben a Smith 6 y a
Stoll 7. Actualmente los avances en las técnicas cromatogrdfi-
cas, como la cromatograffa lfquida de alta resolucién (CLAR),
han provisto una herramienta mas eficiente para su separacidn

y caracterizacién, facilitando su aislamiento de la planta, don-

de generalmente se encuentran en muy pequefias cantidades.
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Generalidades sobre los glicdsidos cardendlidos

Reciben el nombre de principios cardioténicos o cardioacti-
vos aquellos productos que, por administracién a humanos y ani-

males, tienen la propiedad de ejercer una accién especifica y

poderosa sobre el misculo carddaco.

Los productos cardioténicos con estructura esteroidal per=-
tenecen a dos grupos: cardenélidos y bufadiendlidos, caracte-
rizados fundamentalmente por la presencia de un anillo lacté-
nico unido a C-17 (figura 1). Segin se trate de cardendlidos o
bufadiendlidos dicho anillo lactdénico presenta diferente es=-

tructura.

& 30
0;
OH
HO H
Digitoxigenina (1) Bufalina
(cardendlido) (bufadiendlido)

Ejemplo de los distintos tipos de

=i
(s
W

-

principios cardioténicos.

Los cardendlidos son esteroides de veintitres 4tomos de car-

bono, con un anillo lacténico de cinco miembros «,p no saturado



(grupo butenélido), mientras que los bufadiendlidos poseen vein=-
ticuatro 4tomos de carbono y un anillo lacténico de seis miem=-
bros con dos dobles enlaces («-pirona), Ambos tipos de compues=
tos poseen el sistema de cuatro ciclos del tipo de un esteroide,
pero la unién entre los anillos C y D es cis, con una funcidén
oxigenada en C-14 orientada P, pudiendo tratarse de un hidroxi=-
lo 14P o un anillo epdxido 14P,158. La configuracidén en el C-5
es ﬁ en los bufadiendlidos (anilloa AyB gig), mientras que en
los cardenblidos puede ser « o £ o poseer un doble enlace en la
posicidn 5(6). Los bufadiendlidos vegetales suelen presentar un
doble enlace en la posicién 4(5) 8

Ambos tipos de compuestos presentan numerosas variaciones
estructurales consistentes en una diferente configuracidén en el
C-3 y la presencia de funciones oxigenadas y de dobles enlaces
en distintas posiciones del sistema polinuclear,

Tanto los cardenélidos como los bufadiendlidos, cuando pro-
vienen de vegetales, se encuentran como glicésidos, pudiendo
presentarse varios tipos de monosacdridos y oligosacédridos 9.

Un hecho destacable es que los bufadiendlidos tienen origen
no s6lo en vegetales sino también en animales, dado que se los
ha encontrado en el veneno de los sapos, aungue en este dltimo
caso no se presentan como glicdsidos sino en forma libre o con-
Jugados con la suberilarginina formando las llamadas bufotoxi-
nas 10,

Los glicésidos cardenélidos comprenden uno de los grupos de
sustancias naturales mas interesantes, por su eficacia en el

tratamiento de enfermedades cardfacas. Pequefias dosis de estos
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compuestos pueden ejercer una accién beneficiosa en un organis-
mo enfermo, ya que estimulan el funcionamiento del corazén pro-
vocando un incremento de la contractibilidad del misculo card{-
aco y una disminucién de la frecuencia logréndose entonces, una
mayor eficiencia cardfaca.

En su estado natural, los glicésidos cardendlidos se encuen-
tran asociados con saponinas, que también son sustancias glico-
sfdicas y afectan la solubilidad de los principios cardiotdéni=-
cos, pero son inertes desde el punto de wista terapéutico.

Se ha establecido que los glicésidos deben su actividad far-
macolégica a las agliconas. Los hidratos de carbono son inacti-
vos en forma pura, pero cuando se combinan con las agliconas
aumentan la potencia y la toxicidad del principio activo. Ade=-
mia. se considera que afectan ciertas propiedades fisicas, como
su solubilidad en agua y su difusién a través de membranas se-
mipermeables. También la persistencia de ‘la aceidn cardfaca de
estos principios estd determinada por los hidratos de carbono,
ya que actdan como grupos protectores del hidroxilo de C-3 evi-
tando su epimerizacidén a productos 3x-hidroxi, que han demostra-
do ser inactivos,

Los hidratos de carbono obtenidos a partir de los glicdsi-
dos cardenflidos comprenden monosacdridos normales, 2-desoxi=-
-hexosas y un grupo especial de hidratos de carbono carbocicli-
cos.,

Los glicdsidos cardenélidos se encuentran, principalmente,
en plantas de los géneros Digitalis y Strophantus. las especies
Digitalis lanata y Digitalis purpurea son, casi exclusivamente,
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las utilizadas para la preparacién de especificos medicinales
y para la obtencidén de glicésidos puros. El principal glicési-
do de estas especies es la digitoxina (g), la que estd estruc-
turalmente formada por la digitoxigenina (1) (aglicona de tipo
cardenflido) y el hidrato de carbono digitoxosa (2,6-didesoxi=-
-D-ribo-hexosa), Esta 2,6-didesoxi-hexosa se ha encontrado en

la naturaleza sélo en plantas del género Digitalis.

0
AT cé’
‘\H
CH2
i il
H_——
= H B ——1—=0N
R: digitoxosa, Digitoxina (2) CH3
R:H, Digitoxigenina (1) Digitoxosa

Ademds de digitoxina (2), se han encontrado en plantas de
este género los glicésidos gitexima (3) y digoxina (4), forma-
dos por las respectivas agliconas gitoxigenina (5) y digoxige~-
nina (6) y el hidrato de carbono digitoxosa.

7’ /I~

H
OH
OH O(:l'\) OH
R R
H H
R: digitoxosa, Gitoxina (3) R: digitoxosa, Digoxina (4)
R:H, Gitoxigenina (5) R:H, Digoxigenina (6)
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La biosintesis de estos glicésidos ha sido estudiada con
cierto detalle, existiendo trabajos de recopilacién al respec-
to 13; 12.

El objeto de este trabajo, como se detallard mas adelante,
fue tratar de esclarecer los dltimos pasos de la biosf{ntesis

de estos glicésidos, particularmente la formacidén y cierre del
anillo lacténico. Esto involucrd la sintesis de compuestos es-
tructuralmente relacionados con el producto natural, algunos

de los cuales no se encuentran descriptos en la literatura, los
que fueron preparados mediante métodos que permitieron la in-
troduccidén en la molécula de marcaciones con isétopos radiac-

tivos. Posteriormente se administraron estos productos marcados

con carbono 14 a plantas Digitalis purpurea, aislando los gli-

cdsidos y determinando, por degradacidén, la localizacién de la

marca.
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PROPOSITOS
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Antecedentes

Es conocido el papel central que desempefla el colesterol en
la biosintesis de compuestos esteroidales, tanto en animales
como en vegetales., Ya desde la década del 60 resultd aparente
que el colesterol, lejos de ser un metabolito exclusivo del rei-
no animal, estaba ampliamente distribuido en vegetales. De ello
que en estos organismos, distintos caminos biosintéticos condu-
centes a compuestos esteroidales pueden iniciarse, al igual que
en tejidos animales, en el colesterol o en alguno de sus pro-
ductos de degradacidn conocidos, €sto es dcidos biliares, preg-
nanos o androstanos.

De la observacidén de las férmulas estructurales del coles-
terol (7) y de un cardendlido como la digitoxigenina (1) es da-
ble presumir que la biogénesis de este tipo de geninas puede

tener su origen en colesterol.

-
A
&

OH
HO BHO

1 1

De esa observacién no quedarfan dudas, a priori, que tal po-
sibilidad es particularmente factible para el sistema tetraci-

clico esteroidal, pudiendo quedar dudas sobre el proceso gue con=-



ducirfa a la formacién, in vivo, del anillo butendlido del car-
dendlido.

Es de apreciar que para la transformacidén del sistema tetra-
clico del colesterol en su similar de un cardendlido, deberdn
producirse un reducido nimero de transformaciones, fundamental-
mente el cambio de conformacién entre anillos A/B y C/D (en am-
bos casos cis) con la concomitante introduccién, en este Wlti-
mo caso, de un grupo hidroxilo en C-14 con orientacidn P,

En 1955, Tschesche 3 navfa sugerido que el anillo lactd=-
nico de los cardendlidos se foimaba por reaccidén de dos molécu-
las de 4cido acético, presumiblemente activadas como acetil-Co-

enzima A, con un &cido etidnico a, como se indica en la figu-

ra 2:
OOH oogCH i
{ CH4COSCOA { 3 {
_— == —_——— —_—
a b c
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Figura 2: HipStesis para la formacidén del
anillo butenélido.

La reaccidén de acetil-Coenzima A con el 4cido etidnico a
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producirfa un P-éetoécido b, el cual descarboxilarfa a un de-
rivado de pregnano c. La reaccién de esta cetona con una molé-
cula adicional de acetil-Coenzima A darfa el P-hidroxidcido d.
El 4cido «x,p no saturado e, obtenido por deshidratacidn de d,
conducirfa, por una oxidacién alilica del grupo metilo de C=-21,
al 4cido ¥ -hidroxi-«,pf-insaturado resultante, el cual lactoni=-
garfa al anillo butendlido f.

El primer estudio de biosintesis de cardendlidos utilizan-
do compuestos isotdpicamente marcados fue realizado por Gregory

y Leete L

, quienes en 1960 consideraron como hipétesis de tra-
bajo que, en plantas del género Digitalis, la digitoxigenina se
podrfa formar a partir de escualeno, v{fa colesterol o algin es=-
teroide o triterpeno muy relacionado.

Para probar esta hipbétesis administraron dcido mevalénico-
(2-140) (8) a ejemplares de esa planta, esperando aislar digi-

toxigenina (1) marcada como se indica con puntos oscuros en la

figura 3:
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Figura 3: Hipétesis original para la biosintesis
de digitoxigenina.
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Los autores suponfan que el anillo lacténico se formarfa a
partir de la cadena lateral de colesterol (7) por ruptura del
enlace entre C-23 y C-24, Sin embargo, por degradacidén de la
digitoxigenina aislada de la planta, encontraron que la radiac-
tividad estaba localizada iYnicamente en el esqueleto esteroidal,
mientras que los fragmentos obtenidos a partir del anillo lactd-
nico carecf{an de radiactividad.

15

Posteriormente, Leete et al. administraron acetato de so-

dio-(1-14c) a plantas Digitalis purpurea., Obtuvieron digitoxi-

genina radiactiva y por degradacién del anillo butendélido, en=
contraron significativa radiactividad en C-20 y C-23 y esencial-
mente ninguna radiactividad en C-21 y C-22 (ver figura 4). Habfa
ademds, considerable marca en el nicleo esteroidal, lo cual era

previsible ya que, acetato es precursor de dcido mevaldnico.
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Figura 4: HipStesis alternativa para la biosintesis
de digitoxigenina.



—

-28=

Estos resultados eran consistentes con la hipdtesis de
Tschesche (figura 2) para la formacién del anillo butendlido.
Sin embargo, para la formacién del anillo lacténico existia
una ruta intermedia, la que también habfa sido discutida en el
esquema general de Tschesche 13 (figura 2) y que consistfa en
la condensacién de una molécula de acetato (como acetil-CoA)
com un intermediario tipo 20-ceto-pregnano (ruta c—f en la
figura 2).

Los resultados obtenidos por Leete et al. 15 también podfan
adaptarse al camino intermedio seflalado. E1 dcido mevalénico-
(1.3.5-140) (8) derivado de acetato-(1-14c) puede ser precur=-
sor, via escualeno, del esteroide 9, cuya cadena lateral puede
sufrir una ruptura entre C-20 y C=22 para conducir a un deriva-
do de tipo 20-ceto-pregnano 10, el que deberfa estar marcado en
C-20. La reaccidén de 10 con una molécula de acetato-(1-'°C),
activada como acetil-Coenzima A, darfa el anillo butendlido mar-
cado en C-20 y C-23 (1).

16

En 1964, Reichstein et al. administraron 4cido mevaldni=-

co -(3-14CJ a plantas Digitalis lanata y aislaron digitoxigeni=-

na radiactiva, la cual tenfa una cantidad significativa de ra-
diactividad localizada en C~-20, Esta experiencia también estd
de acuerdo con la hipétesis de un intermediario tipo pregnano
(figura 4), ya que el Zcido mevalénico-(3-'4C) marcarfa al po=-
sible 20-ceto-pregnano en los carbonos 4, 8, 10, 14 y 20.

Por otro lado, Tschesche y Lilienweiss 1 administraron el
3P -D-glucopirandsido de pregnenolona-(21-14c) a plantas Digi=-

talis lanata y aislaron digitoxigenina radiactiva, conteniendo
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un 2,2 % de la actividad del precursor administrado. Posterior-

18 informaron sobre el hallazgo de de-

mente, Tschesche et al.
rivados de tipo 20-ceto-pregnano en plantas Digitalis y espe~-
cies relacionadas, aportando datos confirmativos indirectos
para el mecanismo biosintético propuesto.

En base a estos resultados y a trabajos realizados por otros

autores 19

» parece no haber dudas sobre la presencia de un in-
termediario tipo 20-ceto-pregnano en el camino biosintético con=-
ducente a cardendélidos en plantas del género Digitalis.

Resta alin aclarar cudl es la naturaleza del pregnano invo-
lucrado y en qué orden deberfan producirse algunas de las prin-
cipales modificaciones en el esqueleto esteroidal y en la cade=-
na lateral para llegar a un glicésido cardenélido, Entre estas
modificaciones tenemos:

1) saturacién del doble enlace de C-5 con la concomitante

produccién de un sistema con configuracién A/B cis.

2) introduccién de un grupo hidroxilo en C-14 con configu=
racién p.

3) formacién del anillo butendlido.

4) introduccién de grupos hidroxilo en C-=12 y C=16 con la
configuracién adecuada, para dar lugar a la formacién de
digoxigenina (6) y gitoxigenina (5), respectivamente.

5) introduccién de tres moléculas de digitoxosa para for-
mar los respectivos glicdsidos dlgitoxina (2), gitoxi-
na (3) y digoxina (4).

20

Con respecto al punto 1), se ha sugerido que la satura-

cidn del alcohol homoalflico (A%-3P-ol) en pregnenolona, por
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ejemplo, podrfa proceder como sucede en animales, via oxidacidn
e isomerizacidén de ese sistema a otro del tipo 3-ceto-aﬁ, el cual

es luego reducido con la orientacién requerida (figura 5).

S-S
H Z 07 B H

Figura 5: Pasos probables para la saturacién del
alcohol homoalflico (Aﬁ—}P-ol),

20 confirmaron que la progesterona es un pre=-

Caspi y Lewis
cursor de cardenélidos y por valores relativos de incorporacién
establecieron que resultaba mds eficaz que la pregnenolona. Por

21 aislaron 5p-pregnanolona (11) ra-

su parte, Bennett et al.
diactiva al administrar progesterona marcada a plantas del gé-
nero Digitalis. Por otra parte, Tschesche et al. 22, encontra=-

ron que 5P-pregnanolona (11) y SP-pregnan-3,20-diona (12) se

\
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metabolizan a cardendlidos en Digitalis lanata. Sin embargo,

los valores de incorporacidén hallados no permitieron deter-
minar con seguridad en qué orden se encuentran ambos metabo-
litos en el camino biosintético.

Finalmente, varias observaciones en este campo conducen a
la conclusién de que la saturacién del doble enlace de C-5 se
produce en una de las primeras etapas del camino biosintético.

Con respecto a la hidroxilacidén en C-14 con orientacidn P,
hasta el momento todos los esfuerzos destinados a clarificar
su introduccidén con la referida estereocisomerfa no han tenido
éxito.

Caspi et al, 23

plantearon, como hipdtesis, que la intro-
duccién del grupo hidroxilo 14P podfa proceder segin las si-

guientes etapas (figura 6):

— |

— =P

m
(& ]1])
(o o

OH

Figura 6: Hipétesis para la introduccién del
grupo hidroxilo 14f.

Es decir, en una primera etapa se producirfa una hidroxi-
lacidn en C-14 con retencién de la configuracién («) del hi=-

drégeno saliente. Por deshidratacidén de este intermediario se
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obtendrfa un compuesto con un doble enlace en posicidén 14, el
que sufrirfa una epoxidacién orientada P para finalmente con-
ducir, por apertura del epéxido, al grupo hidroxilo 14p.

Se han realizado una serie de ensayos cuyos resultados con-

tradicen esta hipétesis. Los mismos autores 23

encontraron que

la 14a-hidroxi-progesterona no actuaba como intermediario en la
biosintesis de digitoxigenina, Este resultado descartaria una
inversidn del grupo hidroxilo 14« a 14P, Por otro lado, Tschesche

22,24

et al. demostraron que compuestos con un doble enlace en

pesicidén 14 tampoco eran precursores de cardendlidos en plan-
tas Digitalis.

En experiencias realizadas administrando precursores tri-
tiados en C=15, anénica et al, 25 encontraron que los carde-
nélidos aislados conservaban la marca en C=15, descartando toda
participacién de un intermediario con un doble enlace en posi-
cién 14(15). Posteriormente, Aberhart y Caspi 26 propusieron,
como alternativa, un intermediario con un doble enlace en posi=-
cién 8(14) pero no realizaron experiencias para su confirmacidn,

Los Unicos resultados concretos, hasta el momento, sefialan
que la hidroxilacidén en 14P ocurre en la etapa de pregnano, antes
de la construccién del anillo butendlido. Esta conclusidén estd
avalada por las incorporaciones de 3f,14P-dihidroxi-5P-pregnano=-
lona (13) 5 y 3f,14P,21-trihidroxi-5P-pregnanclona (14) 27 en
cardenélidos, y por la demostracidén de que la A5-14-desoxi-14x-
digitoxigenina (15) 24 ho estd en el camino biosintético.
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Con respecto al orden en que se realizan las hidroxilacio=-
nes en el nicleo esteroidal en C-12 y C-16, con orientacién P,
para dar lugar a digoxigenina y gitoxigenina, respectivamente,
no se pueden sacar ccnclusiones definitivas, ya que no se cono=-
ce con seguridad si esfos pasos se producen en la etapa de 21C
(pregnano) o en la de 23C (con anillo lactdnico formado). Con
respecto a este dltimo punto, Tschesche 21 demostr§ que, en
plantas Digitalis, la digitoxigenina se hidroxila en posicidn
12 transformdndose en digoxigenina, pero la hidroxilacidn en
C-16 para formar gitoxigenina se produce en muy pequefia propor-
cién. Por otra parte, administrando 14f-hidroxi-progesterona, el
rendimiento es alto en gitoxigenina y bajo en digoxigenina 28.

Parece ser, entonces, que la hidroxilacién en C-16 para dar
gitoxigenina sucederfia primordialmente en la etapa de 21C (preg-
nano), nc as{ la hidroxilacién en C-12 gque puede ocurrir sobre
digitoxigenina formada.

Por otra parte, es de hacer notar que 3P, 12P-dihidroxi-5p-
pregnanolona (16) se convierte biosintéticamente en digoxige-

nina (6) 22, indicando que la misma se puede biosintetizar por



dos caminos distintos, tal como se indica en la figura 7:
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Figura 7: Posibles rutas de biosfntesis de la
digoxigenina (6).

Otros resultados con precursores marcados conducen a la con=-

clusién que las hidroxilasas necesarias para la mayorfa de estas

transformaciones, posiblemente no sean especificas., Por lo tanto,

un compuesto que normalmente no se encuentra en el camino biosin-

tético puede ser transformado, en forma alternativa, en la molé-

cula deseada, produciendo la formacidén in vivo de un dado pro-

ducto por una ruta biosintética inespec{fica.

Resumiendo en forma general los resultados obtenidos, Tschesche

et al. 22

sugieren, para la biosintesis de cardendlidos en plan=-




-35-

tas del género Digitalis, la secuencia de etapas presentada en

la figura 8:

CH

— S — -
3 by Sl

— { —= digitoxigenina

Figura 8: Posible camino biosintético de
cardenélidos en Digitalis,

Todos los compuestos que se presentan en la figura 8 han
sido probados como buenos precursores de cardendlidos. Esto no
descarta que, en determinadas etapas de la secuencia, se pre-
senten caminos alternativos que también conduzcan a los carde=-
nélidos. Un ejemplo de estos casos es el hallazgo de Caspi et

al., 29

gue 21-hidroxi-progesterona es precursor de cardendli-
dos pero, en base a su valor de incorporacidén en los mismos,

no estarfa en el camino biosintético principal.
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Objetivos especificos

Como se habia expresado previamente, en los pasos finales
de la biosintesis de cardenélidos en plantas del género Digitalis
restaban aclarar dos puntos importantes.

Uno de ellos era el proceso de hidroxilacién en posicién
14P y el restante lo constitufa la secuencia de funcionaliza=-
ciones sobre el derivado 20-ceto-pregnano, es decir, la hidro-
xilacién de C-21, la condensacidn con una molécula de acetato
(activada como acetil-CoA) y el posterior cierre del anillo lac=-
ténico.

En la figura 9 se resumen los caminos alternativos por lcs

cuales podrfa arribarse al anillo butendlido:
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Figura 9: Caminos alternativos para la bios{ntesis
del anillo butendlido.
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En una primera secuencia, la condensacién de una mclécula
de acetil-CoA con una molécula de un 20-ceto-pregnano a darfia
origen a un intermediario del tipo de un fP-hidroxidcido b, el
cual podrfa alternativamente deshidratar a un 4cido «,f no sa=-
turado ¢, para luego experimentar una hidroxilacidén en C-21 y
ciclar al anillo butenélido f.

Como se ha comprobado que la hidroxilacidén en posicidn 14p
es previa a la formacidn del anillo lactdénico, podrfa ocurrir
que en los pasos anteriores a la hidroxilacién en C-21 la po-
gicidén 14 alin no estuviera hidroxilada, pero dado que la hi=-
droxilacién en C-21 inmediatamente producirfa la lactona, serd
siempre necesario que la hidroxilacién en C-14 se produzca con
antelacién a la correspondiente en C=21,

Por otro lado, la hidroxilacidén en C-21 podr{a ser previa
a la deshidratacién. En ese caso, el precursor d ya deberfa
estar hidroxilado en posicién 14f, ya que un intermediario de
este tipo (dibujado sdélo con fines précticos) ciclarfa inmedia-
tamente dando la lactona e. Por una posterior deshidratacién,
e darfa el anillo «,p-insaturado (butenélido) f.

El propésito del presente trabajo era investigar la po=-
sible participacién de intermediarios de tipo P-hidroxidcido b,
los que estarfan listos para ciclar mediando la mencionada hi=-
droxilacién en C-21, Si intermediarios de este tipo se incorpo-
ran en cardendlidos, entonces la hidroxilacidén en C-21, previa
a la condensacién con una molécula de acetato, serfa un camino
alternativo. Si no hubiese incorporacidén, quedarfa fehaciente-

mente confirmado que la hidroxilacién en C-21 es previa a la
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condensacién con una molécula de acetato.

Por otra parte, a fin de confirmar la posibilidad de que
la formacién del doble enlace del anillo butendlido fuera ante=-
rior a la hidroxilacién en C-21, se programaron las sintesis y
pruebas in vivo con intermediarios conteniendo esta clase de ca-
dena, es decir, compuestos de tipo c.

Como se desconoce en qué etapa de modificacidén del esque-
leto esteroidal se produce la condensacidén del acetato con el
20-ceto-pregnano, se planted la posibilidad de preparar distin-
tos esteroides cuya caracter{stica comin fuera la cadena lateral,
tanto de tipo b como de ¢, y cuyas diferencias radicaran en la
estructura del esqueleto esteroicdal.,

A continuacién se presentan las dos series de compuestos que

se program$ sintetizar con el objetivo de investigar sus proba=-

bles participaciones en el proceso biosintético de.cardendlidoa,
en particular en lo que concierne a la formacidén del anillo bu-

tendlido, caracteristico de estos productos naturales:

a) compuestos con cadena lateral tipo B-hidroxidcido

O,H OEH

HC 0
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b) compuestos con cadena lateral de dcido «,[ no saturado

0,H O, H
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A. Sintesis de dcidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanoicos y 23-nor-

c0l=-20(22)(E)-énicos

El propésito del presente trabajo fue investigar la posi-
ble participacidén de intermediarios con cadena lateral de tipo
ﬂ-hidroxiécido y écido «,pb no saturado en el camino biosintéti-
co de los cardendlidos, tal como se propuso en la figura 9. Con
ese objeto, se sintetizaron dos series de compuestos con marca-
cién radiactiva en el C-24. Esta marcacién deberia hallarse en
la estructura final de los cardendlidos, localizada en el C-23
de los mismos. Las dos series de compuestos sintetizados com-

prenden:

a) compuestos con cadena lateral tipo [A-hidroxidcido

- dcido 3p,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol-5-énico-24-
Mg (17-M40)

- 4cido 3-ceto-20(R,S)~hidroxi-23-norcol-4-énico~-
-24-14¢ (18-1%0c)

- 4cido 3@,20(R,S)-dihidroxi—23-nor-5p-colénico-24-
M (19-"%c)

- 4cido Bp,14P,ZO(R,S)-trihidroxi—23-nor-Sp-coléni-
co-24-"4c (20-14c)

Estos compuestos presentan como caracteristica comin la
cadena lateral proveniente de la reaccién de un 20-ceto-preg-

nano con bromoacetato de etilo-(1-14c) y zinc, en condiciones
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de la reaccidén de Reformatsky, y posterior hidrélisis del gru-

po éster et{lico, tal como se indica en la figura 10:

-0
0202H5 002

T

R R

H

R= H(a); OH()
Figura 10: Esquema de sf{ntesis de la cadena lateral de
4cidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanoicos.

b) compuestos con cadena lateral de &cido «, no saturado

- dcido Bp-hidroxi-ZE-norcola-S,20(22)(E)-diénico-24-
Yo (21-10)

- 4cido 3-ceto-23-norcola-4,20(22)(E)-diénico—24-140
(22-"4c)

- 4cido 3p-hidroxi-23-nor-5p-col-20(22)(E)-énico-24~
-Y4e (23-14¢)

La cadena lateral de estos compuestos proviene de la des-
hidratacién, con oxicloruro de fésforo en piridina, de los co-
rrespondientes ésteres etflicos de los 4dcidos 20(R,S)-hidro-
xi-23-norcolanoicos, y posterior hidrdélisis del grupo éster

etflico (figura 11):
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Figura 11: Esquema de sintesis de la cadena lateral de
dcidos 23-norcol-20(22)(E)-énicos.
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1. a.- Sintesis del 4cido 33,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol-5-
T

-énico (17)

H H .
\/0
02021{5 02H |
R —_— j|
Ac Ac HO
25

24 17

—— —_— —

La reaccidn de acetato de pregnenolona (24) con bromo-
acetato de etilo y zinc, en benceno, en condiciones de la re=-
accién de Reformatsky, y la posterior acetilacidn, dio como
producto el éster etflico del &cido 3p-acetoxi-20(R,S)-hidro-
xi=-23-norcol-5~énico (25) 30, Este producto resulté ser una
mezcla de los diasterdémeres 20R y 20S. La presencia de ambos
epi{meros fue determinada mediante espectroscopfa de resonan-
cia magnética proténica (RMN-1H), observando el valor del
desplazamiento quimico de los protones de C-21, el que depen-
de de la configuracién de C-20 31, Esta diferencia en el des-
apantallamiento sufrido por los protones del grupo metilo de
C-21, en los epimeros 20R y 20S, ya habfa sido observada por
Lieberman et al. 32, los que analizaron los espectros de
RMN-1H de los epimeros 20R y 20S de 3ﬂ,20-d1h1droxi-colest-
~5-enos y de sus correspondientes Bﬁ-acetoxi derivados., Uti-
lizando modelos moleculares, observaron gue la rotacidén al=-
rededor del enlace C-17/C-20 estd parcialmente impedida por

efecto estérico. Esto significa que el entorno electrdnico
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de los protones del grupo metilo de C-21 de uno de los epime-
ros es, en promedio, distinto del gque rodea a los protones de
C=21 del otro epimero, observando un desplazamiento a campos
mds bajos en los isdémeros 20S,

En nuestro caso, la mezcla 25(20R+20S), la cual presenta-
ba un solo pico por cromatograffa gas-liquido (CGL), fue sepa-
rada por cromatograffa 1lfquida de alta resolucién (CLAR), en
las condiciones descriptas en la Parte Experimental.

Se identificé a cada epimero mediante su correspondiente
espectro de RMH-‘H, observando el valor del desplazamiento qui-
mico de los protones de C-21, En el epfmero 25(20R) estos pro-
tones presentan un valor de desplazamiento quimico de 1,28 ppm,

mientras que en el epfmero 25(20S) este valor es de 1,36 ppm.

: H
H50202 3 3 0202H5

Ac AcO
25(20R) 25(20s)

Conocidos estos valores, se pudo asignar la sefial del gru-
po metilo de C-21 correspondiente a cada epimero, en el espec-
tro de RMN-‘H de la mezcla.

En la mezcla 25(20R+20S), el epfmero 20S es el que se en-
cuentra en mayor proporcién (62%), segin resulté de la integra-
cién de las dreas de los picos del cromatograma correspondiente

a la separacidn por CLAR.
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Por hidrélisis del compuesto 25 se obtuvo el dcido 3p,
20(R,S)=dihidroxi=-23-norcol-5-énico (17), también como mez-
cla de los epfmeros 17(20R) y 17(20s).

H
OH
CH
HO, 3 Hs 0,H
H H
17(20R) 17(208)

En un principio, se habfa intentado separar la mezcla i §
(20R+20S) por cromatograffa en capa delgada (CCD), y posterior-
mente por CLAR, pero ninguno de los dos métodos probados resul-
t6 exitoso. En cambio sf lo fue la separacién de la mezcla de
los ésteres et{licos 25(20R+20S), tal como se describié ante-
riormente, por lo que, para obtener los 4cidos individuales, se
debfa proceder a separar la mezcla de ésteres y llevar a cabo
las respectivas hidrélisis. En el caso del epimero 25(20S) se
obtuvo el 4cido correspondiente 17(20S). En el espectro de
RHN-1H del mismo, la sefial de los protones del grupo metilo de
C-21 aparece a 1,78 ppm. Este dato permitié asignar la sefial de
los protones del grupo metilo de C-21 del epimero 17(20R) en
el espectro de RMN-1H de la mezcla 17(20R+20S), la gue aparece
a 1,60 ppm. Al igual que en el caso de los ésteres etfilicos
25(20R) y 25(208), se observa un desplazamiento de dicha sefial

hacia campos mds bajos en el epf{mero 20S respecto del corres-
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pondiente epf{mero 20R.
1+ be= Sintesis del 4cido 3/3,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol-5-
énico-24-"4c (17-'4c)
OH H
L ] L]
00202H5 02H
—_— —
Ac Ac AcO
» 25-14g 17-Y¢

En la sintesis del compuesto 11-140 el reactivo limitante
era el bromoacetato de etilo marcado con 140 en el carbono car-
box{flico. Por lo tanto, se debfa trabajar en pequefia escala, 1o
cual implicd la adecuacién del equipo donde se realizaba la reac-
cién y un cuidadoso conmtrol de las condiciones de la misma, para
obtener un rendimiento aceptable.

Se partié de acetato de pregnenolona (24), el que se hizo
reaccionar con bromoacetato de etilo-(1-14c). Se aislé el éster
etflico del 4cido Bp-acetoxi-ZO(R,S)-hidroxi-23-norcol—5-énico-
-4 4 (22-140) con un rendimiento del 94%, y se lo recrista-

1izé hasta actividad constante.

La hidrélisis en medio alcalino, tal como se describié pa-
ra el compuesto 25, rindié el 4cido 3p,20(R,S)-dihidroxi-23-nor-
col-5-énico-24-14c (11—140), con un rendimiento del 81%. Este

se recristalizd de acetona hasta actividad constante.
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2. a.- Sintesis del 4cido 3B~-hidroxi-23-norcola-5,20(22)(E)-
1
-diénico (21)

H 0202H5 02H

Ac Ac HO

25 26a 21

Para la sintesis del 4cido 3p-hidroxi-23-norcola-5,20(22)
(E)-diénico (21) se partié del compuesto 25 y se eligié una se-
cuencia de deshidratacién y posterior hidrélisis del éster eti-

Las reacciones de deshidratacidén de esteroides 20-hidroxi-
lados dan como producto de reaccidén mezclas de las olefinas
iaoméricaaéﬁ17(20),llgo y1320(22)' en proporciones variables
que dépenden de las condiciones de reaccién 27, Cuando se usa
cloruro de tionilo en piridina predominan los 136meros(ﬁ?7(20),
E y Z; mientras que cuando el reactivo deshidratante es oxi-
cloruro de f&sforo se obtienen principalmente los isémeros

4520(22)’ Ey 2.

La reaccién del compuesto 25 con oxicloruro de fésforo en

piridina rindié una mezcla de isémeros, segin se determiné por

1

espectroscopfia de RMN~ H, Los componentes de la mezcla fueron

identificados como los ésteres etilicos de los 4cidos 3i-acetoxi~-
-23-norcola-5,20(22)(E)-diénico (26a), qB-acetoxi-23-norcola-5,

f
|
I
[
|
3
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i
|
| lico y del grupo protector del hidroxilo de C-3.
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20(22)(z)-diénico (26b), 3ﬁ-acetoxi-23-norcola-5.17(20)-dié-

nico (26c) y 3p-acetoxi-23-norcola-5,20-diénico (26d):

Ac

/"cogczﬁs

Ac

= 0202H5
AcO
26Db
‘*’““0020235
AcO
26d

En el espectro de RMN- 'H del producto de reaccién, el ané-

lisis de las sefilales correspondientes a los protones de C-21 y

C-22 permitié individualizar aquéllas correspondientes a cada

uno de los isdémeros. Los compuestos con un doble enlace en po-

sicién 20(21) presentan un doblete caracter{istico a § 4,70 -

4,90 ppm debido a los protones vinflicos de C-21, mientras que

el protdén vinflico de G-22 en las olefinas con un doble enlace

33

en posicién 20(22) aparece como un multiplete a § 5,10 ppm .

En nuestro caso, el isdémero 26d presenta un doblete a 4,96 ppm,
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mientras que los isfmeros 26a y 26b presentan un multiplete a
4,68 y 5,78 ppm, respectivamente. Sus desplazamientos a campos
mds bajos, respecto a log determinados para los productos de
deshidratacién de 3p-acetoxi-20(R,S)-hidroxi—colest-S-enoa 33
se deben a la presencia del grupo éster etflico.

Se ha observado que en los 3fB-acetoxi-colesta-5,17(20)-
-dienos, el grupo metilo de C~-21 aparece como un triplete a
$ 1,67 ppm 34. En nuestro caso, el isdmero 26c presentaba un
triplete a 1,76 ppm.

Por otra parte, en éeteree-x,p no saturados que poseen

un grupo metilo unido al carbono olefinicof3, el valor del

desplazamiento quimico del grupo metilo puede ser utilizado
35

para establecer la estereoquimica del doble enlace . Esto se
basa en que los protones de un grupo metilo cis al sustituyen-
te alcoxicarboxf{lico del doble enlace, sufren un desapantalla-
miento prédcticamente constante del orden de 0,25 ppm, con res-
pecto a los del otro isdémero.

Estas consideraciones son aplicables a las cadenas late-
rales de los isémeros 26a y 26b. En el caso del isémero E (26a),
el grupo metilo de C-21 se encuentra ubicado del -mismo lado del
doble enlace que el grupo éster, y por lo tanto, sufre un des-
apantallamiento de 0,27 ppm con respecto al grupo metilo de
C-21 del isémero 2 (gﬁb). Los valores de desplazamiento qui=-

mico de estos protones fueron de 2,18 ppm y 1,91 ppm para 26a

y 26b, respectivamente.

Por recristalizacién de la mezcla se separd un isdmero

puro, el cual fue identificado como el compuesto 26a, mediante
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el andlisis de su espectro de RMN—’H. Se determindé, ademds,
con esta misma técnica espectroscépica, gque el contenido de
las aguas madres de la recristalizacién estaba constitufdo por
una mezcla de los cuatro isdémeros.

La mezcla fue separada en sus cuatro componentes (gga, 26b,
26c y ggd) por CLAR en las condiciones descriptas en la Parte
Experimental, determindndose la composicidn porcentual de la
misma por integracidn de las sefiales del cromatograma: isd-
mero E (26a), 30%; isémero Z (26b), 20%; isdmero[}17(20) (26c),
22% e isémer04320 (26d), 28%. Cada uno de los isémeros fue i-

dentificado por espectroscopia de RMH-1H.

Dado que en el caso de la sfntesis del producto radiacti-
vo es particularmente importante no tener pérdidas de masa del
compuesto 26a, se utilizé la técnica de CLAR para la separacidn

dé este isdmero de los restantes presentes en la mezcla de reac-

cién.

Una vez purificado el isémero 26a, se lo hidrolizdé en me-
dio alcalino, obteniéndose el &cido 3f3-hidroxi-23-norcola-5,20
(22)(E)-diénico (21).

2. b.,- Sintesis del 4cido 3p-h1droxi-23-norcola-5,20(22)(E)-

-diénico-24-"4c (21-'%¢c)

Para la preparacién del compuesto 21-140, se hizo reac-
cionar el éster etflico del &4cido Eﬁ-acetoxi-ZO(R,S)-hidroxi-
-23-norcol—5-én1co-24-140 (g§-14c) con oxicloruro de fésforo
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en piridina anhidra.
. L
H O, 0202H5 CO,H

0202H5 = ~

—_— —_—
Ac Ac Ac

22_140 g“6__146,0 21_140

La mezcla de reaccidn conteniendo los cuatro isdmeros, tal
como habfa resultado en el ensayo no radiactivo, fue purifica-
da por cromatografia en columna de aliimina, y posteriormente
separada por CLAR, obteniendo el isémero E (253-140) con un
rendimiento del 45%, el que se recristalizé de etanol heasta
actividad constante.

Por hidrélisis de gga-’4c. en medio alcalino, se aisld el
dcido 3ﬁ-hidroxi-23-norcola-5,20(22)(E)—diénico-24-14c (21—140),
con un rendimiento del 90%, vy se lo recristalizd hasta activi-
dad constante.

Los compuestos obtenidos presentaban propiedades fisicas

y espectroscdpicas similares a sus andlogos no radiactivos.

3, a.~ Sintesis del 4cido 3-ceto-20(R,S)-hidroxi-23-norcol-4-

-énico (18)
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La oxidacidén del grupo hidroxilo de C-3 y la isomerizacidn
del doble enlace en posicién 5(6) del &cido 3ﬂ.20(R,S)-hidroxi-
-23-norcol-5-énico (11) se presentaba como la secuencia de sin-

tesis mds corta y sencilla para obtener el dcido 18.

H H
0.H
2 0,H
—_———a
HO =

17 18

—_— —_———

Se probaron, entonces, distintos métodos de oxidacién, u-
tilizando pregnenolona (gl) como compuesto modelo, ya que po-

sefa el mismo esqueleto esteroidal que el &cido 17.

AP P 5

217 28 - 29

Se probaron los siguientes reactivos de oxidacidn:

1) Reactivo de Jjones 36
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Se prepard una solucién al 2% de pregnenolona (27) en ace-
tona y se le agregé el reactivo de Jones en un ligero exceso,
tratando de controlar el avance de la reaccidén por CCD (sis-
tema 1), a fin de evitar oxidaciones en otras posiciones del
nicleo esteroidal, Luego de 15 minutos de reaccidén, se aislé
un producto cuyo espectro infrarrojo presentaba banda de ab-
sorcién de carbonilo y ausencia de hidroxilo. Sin embargo, su
punto de fusién (184-191°) era superior al de progesterona (29)
(121-123°) y al de pregn-5-en=-3,20-diona (28) (139-141°). Por
espectometrfa de masa se pudo determinar que, ademds del hi-
droxilo de C-3, habfa otra posicién oxidada, presumiblemente
una alflica.

2) Reactivo de Collins '

Se disolvid pregnenolona (gl) en cloruro de metileno y se
le agregd, gota a gota, el reactivo de Collins. Se agité la
mezcla de reaccidén durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
monitored la reaccién por CCD (sistema 1) observéndose una man-
cha cuyo Rf coincidfa con el del testigo de progesterona (29)

y una mancha muy intensa correspondiente al producto de par-

tida, Esta situacidén no variaba al aumentar el tiempo de re-

accién.

3) Se probd nuevamente el reactivo de Jones, pero dismi-
%6

nuyendo la relacién de oxidante a sustrato . Con estas con-

diciones de reaccidn se obtuvo la pregn-5-en-3,20-diona (gg).
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La isomerizacién del doble enlace de A’ aAt fue lograda
por calentamiento del producto de reaccidn disuelto en metanol,
con una solucién acuosa de hidréxido de potasio 10%, aisléndo-
se progesterona (gg) como producto de reaccidn.

En base a los resultados obtenidos, se eligié para el pro-
ceso sintético gque nos interesaba, el método de oxidacidn des-
cripto en el punto 3). Para ello, se tratd el dcido 17 con el
reactivo de Jones, en las condiciones all{ descriptas. Se ais-
16 una mezcla de reaccidén que presentaba varias manchas por
8CD (sistema 2) y que resulté muy diffcil de purificar. Va-
riaciones en las condiciones de la reaccidén no condujeron a
resultados satisfactorios ya que, evidentemente, la cadena la-
teral resultaba reactiva frente al oxidante,

Debido a ésto, se decidid descartar al compuesto 17 como
material de partida para la sintesis de 18 e intentar la mis-
ma a partir de progesterona (gg). Para ello se debia proceder
a una proteccidn selectiva del grupo carbonilo de C-3 previa
a la construccidén de la cadena lateral mediante la reaccidn de
Reformatsky sobre el grupo carbonilo de C-20. Dado que el gru-
po cieloetilendioxi podfa ser conveniente para ese propésito,
se ensayé la estabilidad de este protector en las condiciones
de la reaccidén de Reformatsky. Esta prueba se hizo tratando
3p-acetoxi-20,20-etilendioxi-pregn-5-en-20-ona con bromoace-
tato de etilo y zinc a reflujo en benceno anhidro, recuperdn-
dose el producto de partida inalterado. Dado que dicho grupo
resulté estable frente al tratamiento indicado, se procedid a

la proteccidén selectiva, en dos pasos, de progesterona (29),
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para luego efectuar la reaccién de Reformatsky y finalmente
desproteger el grupo carbonilo de C-3 y saponificar el éster

et{lico, tal como se muestra em la figura 12:

ﬁ?% @t?ggj
% . C

29 30 21
H ‘ OH OH
0202H5 0202}!5 02%
—_— —_—— = ———
< o 2
-0
32 33 a8

Figura 12: Esquema de sintesis de 3-ceto-20(R,S)-hidroxi-
23-norcol-4~énico (18).

Comenzando la secuencia programada, se disolvid proges-
terona (29) en tolueno y se traté con etilenglicol y 4cido
p-toluensulfénico. La reaccidn se llevd a cabo como se indi=-
ca en la Parte Experimental, obteniéndose con muy buen ren-

dimiento (94%), la 3,3;20,20-dietilendioxi-progesterona (30).
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A continuacidn, se probaron dos métodos de hidrdélisis se-
lectiva del grupo cicloetilendioxi que protegfa el carbonilo

de C-20, E1 primero de ellos coneistié en tratar el compuesto

30 con trifluoruro de boro eterato en una solucidén de éter eti-

lico:benceno (1:1) 38. Como producto de reaccidn se obtuvo una
mezcla de tres compuestos, en distintas proporciones, segin se
establecidé por CCD (sistema 3). Los componentes de la mezcla
fueron identificados como progesterona (29), 3,3;20,20-di-
etilendioxi-progesterona (30) y 3,3-etilendioxi~progesterona
(31), mediante el andlisis del espectro de RMN-'H de 1a mezcla,
observando los valores de los desplazamientos quimicos corres-
pondientes a los protones de los grupos metilo de C-18 y C=-19.
Aumentando el tiempo de reaccidén se logré aumentar la propor=-
cién del compuesto 31, pero igualmente se obtenfa una mezcla
de los trea compuestos mencionados anteriormente.

El segundo método probado fue el que proporcioné los me-
jores resultados, dado que rindié exclusivamente la 3,3-eti-
lendioxi -progesterona (31), y consistié en el tratamiento del
compuesto 30 con &dcido p-toluensulfénico en acetona, a tempe-
ratura ambiente por corto tiempo 23.

En el siguiente paso, el tratamiento del compuesto 31 con
bromoacetato de etilo y zinc en benceno, en condiciones de la
reaccidn de Reformatsky, permitid obtener el éster etflico del
dcido 3,3-etilendioxi-20(R,S)-hidroxi-23-norcol-5-énico (32) 2,
que resultd ser una mezcla de los epimeros 32(20R) y 32(20s),

seglin se determind a partir del espectro de RMN-1H de 32,
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HeC,0,C 3 Hs CO,C,HH,

Co <

32(20R) 32(208)

La mezcla 32(20R+20S) fue separada por CLAR, en las con-
diciones indicadas en la Parte Experimental. Se identificé ca~-
da epfmero mediante el andlisis de su espectro de RMN—1ﬁ. El
ep{mero 32(20R) presentaba un valor de desplazamiento quimico
de 1,20 ppm para los protones del grupo metilo de C-21, mien=-
tras que en el caso del epimero 23(205) este valor era de 1,34
ppm. Estos valores son semejantes a los presentados por los
epimeros 25(20R) y 25(20S), situacidén predecible ya que, las
diferencias entre los compuestos 25 y 32 se encuentran remotas
a los hidrdgenos en estudio.

Se determind, ademds, la proporcidén de cada epf{mero en
la mezcla 32(20R+20S), por integracidn de las 4reas de cada
uno de los picos del cromatograma, halldndose que el isdmero
22(203) es el mayoritario y que representa un 62% de la mezcla.

La separacién de ambos epimeros se realizd vnicamente con
el fin de disponer de cada uno de ellos para estudios de RMN-
tal como se discutird en el Gapitulo 4.

Continuando con la secuencia, se hidrolizé el grupo pro-

130’
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tector del carbonilo de C-3 del compuesto 32, por tratamiento

con &cido p-toluensulfdénico en acetona. Se aisld el éster eti-
lico del &cido 3-ceto-20(R,S)-hidroxi-23-norcol-4-énico (33),

como mezcla de los epimeros 33(20R) y 33(20s).

OH OH

3 i 0.C.H

HgC,0,0 2CoHs

272

0
33(20R) 33(208)

En el espectro de RMN-1H de la mezcla de ambos epimeros,
se observa que los protonealde los grupos metilo de C-21 a-
parecen como dos singuletes a un valor de desplazamiento qui-
mico de 1,20 ppm para el isémero 33(20R) y de 1,36 ppm para
el 33(20s). '

Se intentd separar ambos epimeros por CLAR probando di-
versas mezclas de metanol:agua, pero en todos los casos se
observaba un solo pico en el cromatograma, cuyo tiempo de re-
tencidén aumentaba al aumentar la proporcién de agua en el sol-
vente de elucidn.

Por dltimo, se hidrolizd el grupo éster et{lico del com=-

puesto 33, obteniéndose el dcido 3-ceto-20(R,S)-hidroxi-23-nor-

col-4-énico (18), también como mezcla epimérica de 18(20R) y
18(20s).
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En el espectro de RMN-'H de la mezcla de ambos epimeros,
se identificd cada uno de ellos por el valor del desplazamien-
to quimico de los protones QeI grupo metilﬁ de C-21, el cual
depende de la configuracidén de C-20, Este valor era de 1,62
ppm en el caso del epfmero 18(20R) y de 1,78 ppm en el 18(20S).

3. be=~ Sintesis del d4cido 3-ceto=-20(R,S)-hidroxi-23-norcol-
-4-énico-24-"4c (18-"40)

Para la obtencidén del producto marcado, se llevd a cabo
la reaccidén de Reformatsky sobre el compuesto 31, como se in-
dicd anteriormente, pero usando en este caso bromoacetato de
etilo-(1-14C). La reaccidén permitid obtener el éster etilico
del 4cido 3,3-etilendioxi-20(R,S)-hidroxi-23-norcol-5-énico-
—24-140 (22-140) con un rendimiento del 70%, el que fue re=-
cristalizado de metanol hasta actividad constante.

La hidrélisis del grupo protector del carbonilo de C-3

se efectud, como antes, por tratamiento con 4cido p-toluensul-
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fénico en acetona, Se aisld asf, el éster etf{lico del dcido
3-ceto-20(R,S)-hidroxi-23-norcol-4-énico-24-140 (22-140), el

que se recristalizé de etanol hasta actividad constante.

H L ]
~
0,C,Hg
—— —
¢ {
0 =
31 32-"4c
e . H o
0,C,Hg 0,H
i —
s
0
3. Mg 18-14¢

Finalmente, se saponificd el grupo éster, aisldndose el
4cido 3-ceto-20(R,S)-hiﬂroxi—23-norcol-4-énico-24-14C (1§-14C),

el cual fue recristalizado de acetona hasta actividad constante.

4, a,- Sintesis del 4cido 3-cete-23-norcola=-4,20(22)(E)-dié-

nico (22)
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Para la preparacidén del compuesto 22 aparecfa como muy

simple proceder a la deshidratacién de 18, segin:

OH O,H

18 22

Sin embargo, al intentar la reaccidén de deshidratacidn con
el compuesto 18, por catdlisis 4cida en medio etandlico 40, se
observd que en lugar de la deshidratacién se producfa la este-
rificacién del grupo 4cido con el etanol, conduciendo al com=-
puesto 33. Por lo tanto, se arribd a la conclusidén que el paso
deberfa efectuarse sobre el &éster y no directamente sobre el
4cido carboxf{lico; pero, por otro lado, la posibilidad de des=-
hidratar un éster como 33 con oxicloruro de fésforo en piridi-
na resultaba incompatible con el sistema 3-ceto-£§, debido a
la formacién de un enol fosforilado %0,

Debido a lo mencionado anteriormente, se proyectd la sin-
tesis del compuesto 22 partiendo del producto de Reformatsky
32, el cual presentaba el sistema 3-ceto-£& protegido como su
cicloetilendioxi derivado (figura 13).

Por reaccién del compuesto 32 con oxicloruro de fésforo

en piridina, se obtuvo una mezcla de isémeros, segin se deter-

1

mind mediante el andlisis del espectro de RMN-'H del producto
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Figura 13: Esquema de sintesis del dcido 3-ceto-23-
norcola-4,20(22)(E)-diénico (22).

Los componentes de la mezcla fueron identificados como los
ésteres etflicos de los 4cidos 3,3-etilendioxi-23-norcola-5,20
(22)(E)-diénico (34a), 3,3-etilendioxi-23-norcola-5,20(22)(2)-
-diénico (34b), 3,3-etilendioxi-23-norcola-5,17(20)-diénico
(34c) y 3,3-etilendioxi~23-norcola-5,20-diénico (34d):



C0,C,H;
Z 20,0, Hs
34a 34b
0,C,H5 \/\00202}15
C C
34c 34d

Por andlisis de las sefiales de C=21 y C-22 en el espectro
de RMN-1H de la mezcla, se pudieror asignar las sefiales corres-
pondientes a los cuatro isémeros. En el caso del compuesto 34c,
la sefial de los protones de C-21 aparece como un triplete a
1,78 ppm, mientras que el compuesto 34d presenta un doblete a
5,00 ppm correspondiente a los protones vinflicos de C-21. Los
isémeros 342 y 34b presentan un multiplete a 5,70 ppm y 5,78
ppm, respeetivamente, que corresponde al protén vinflico de C-22.

Utilizando el valor del desplazamiento quimico de los pro-
tones del grupo metilo de C-21 fue posible establecer la este-

reoquimica del doble enlace en posicidn 20(22) 35. En el caso
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del isdmero E (éia) este valor es de 2,20 ppm, mientras que
para el isémero Z (34b) es de 1,90 ppm,

Por recristalizacién de la mezcla se separd un isdmero
puro, el que fue identificado como el isdmero El(éia) por

.

espectroscopfa de RMN=-

La mezcla de productos contenida en las aguas madres de
la recristalizacién fue separada por CLAR, en las condiciones
descriptas en la Parte Experimental., E1 cromatograma mostraba
cuatro picos, los cuales fueron identificados como los isdéme-
ros ya indicados, mediante el andlisis del espectro de RMN-'H
de cada uno de ellos. Ademds, se determind la proporcidn de
cada isémero en la mezcla por integracidn de las 4reas de cada
uno de los picos del cromatograma, obteniéndose como resultado
la siguiente composicidén: isémero E (34a), 41%; isdmero Z (34b),
14%; iaémerozﬁ17(20) (34c), 22% e isdmero[}zo (344), 23%.

La hidrélisis del grupo protector de C-3 del isdémero E
(34a) se llevé a cabo por tratamiento con dcido p-toluensul-
fénico en acetona. Se obtuvo el éster etilico del dcido 3-ce=-
to-23-norcola-4,20(22)(E)-diénico (35), el que fue saponifica-
do, aisldndose el 4cido 3-ceto-23-norcola-4,20(22)(E)-diénico

(22).

4. b,- Sfntesis del 4cido 3=-ceto=23=-norcola-4,20(22)(E)-di-
énico-24-'4¢ (22-140)
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El éster etflico del 4dcido 3,3-etilendioxi-20(R,S)~hi=-
droxi-23-norcol-5-énico-24-4C (22-140) se hizo reaccionar
con oxicloruro de fdsforo en piridina anhidra, La mezcla de
reaccidén fue purificada por cromatograffa en columna de ald-
mina y separada por CLAR, aisldndose el isdémero E (2&a-14c),
con un rendimiento del 45%. Se recristalizé de etanol hasta
actividad constante. La hidrdlisis del grupo protector de C-3
por tratamiento con 4cido p-toluensulfénico en acetona produ-
jo el compuesto 22-140, con un rendimiento del 92%, el que
fue recristalizado de etanol hasta actividad constante,

Finalmente, se hidrolizd el grupo éster del compuesto

5-14c, aisldndose el 4cido 3-ceto-23-norcola-4,20(22)(E)-



Jea—
r
[
|
r
r
f
1
[
f
r
]
r
f
r
F
[
r
[
r
1
[
r
[

-67-
-diénico-24-4¢c (gg—14c), el que se recristalizd de acetona
hasta actividad constante.
5. a.- Sfntesis del 4cido 3p,20(R,S)-dihidroxi-23-nor-5p3-co-
ldnico (19)
H OH
00202H5 02H
—_— —
AcO ! Ac H = H
36 27 19

El primer paso para la preparacidén del producto buscado
consistié en la reaccidn de 3P-acetoxi-5p-pregnan-20-ona (36)
con bromoacetato de etilo y zinc, en benceno, y posterior ace-
tilacidn del producto de reaccidn, obteniéndose as{ el éster
etflico del 4cido Bp-acetoxi-ZO(R,S)-hidroxi-23-nor-ﬂ%-colé-
nico (37), como una mezcla de los epfimeros 37(20R) y 37(20s).

Tal como se comentd anteriormente para la sintesis de
los &cidos 3[3,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol-5-énico (17) y 3-
-ceto-20(R,S)-hidroxi-23~-norcol-4-énico (18), la presencia de
ambos epimeros se determiné por espectroscopia de RMN-1H, ob=-

servando el valor del desplazamiento quimico de los protones
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de C=-21,

OH

H.C
HgC,0,C 3 3 C0,CpHg

AcO Ac

37(20R) 37(208)

En el epfmero 37(20R) este valor era de 1,24 ppm, mien-
tras que en el 37(20S) era de 1,36 ppm.

La mezcla de ambos epimeros fue separada por CLAR, tal
como se indica en la Parte Experimental, identificdndose cada
epimero a partir de su espectro de RMN-1H. Del cromatograma
obtenido por CLAR se determind la proporcién en que se encuen-
tra cada epfimero en la mezcla, siendo el 20S el mayoritario (62%).

La mezcla 37(20R+20S) fue hidrolizada, obteniéndose el &-
cido 3f3,20(R,S)-dihidroxi-23-nor-53-colénico (19), como mez-

cla epimérica. En el espectro de RMN-1H de la misma, se obser-

CH

19(20R) 19(20s)
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varon las sefiales de los grupos metilo de C-21 de cada uno de
los epfmeros. En el epfmero 19(20R) esta sefial aparece a un
valor de desplazamiento quimico de 1,56 ppm, mientras que el
valor es de 1,72 ppm para el epimero 19(20S).

Las sintesis de los compuestos 37 y 19 no estdn descriptas
en literatura. La secuencia de sintesis utilizada: reaccidén de
Reformatsky y posterior hidrdlisis alcalina resulté ser un buen
método, como lo indican los rendimientos obtenidos, 84% en el

primer paso y 87% en el segundo.

5. be= Sfntesis del 4cido 3B,20(R,S)-dihidroxi=-23-nor-5-colé-

nico—24-140 (12-140)

OH | OH
C0,C,Hs 0 H
—— —
AcO AcO HO
H H H
36 37-14¢ 19-14¢

Para la preparacidén del producto radiactivo indicado, se
hizo reaccionar 3p-acetoxi-Sﬁ-pregnan-20-ona (36) con bromoace-
tato de etilo-(1-140) y zinc, en benceno anhidro, en las con-
diciones antes descriptas. Luego de la acetilacidén del produc-

to de reaccidn se obtuvo el éster etflico del 4cido 3p-acetoxi-
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-20(R,S)—hidroxi-23-nor-Sﬁ-colénico-24-140 (21-140), con un
rendimiento del 85% y se lo recristalizd hasta actividad cons-
tante. A continuacidn, se realizd el proceso de hidrdlisis,
aislédndose el 4cido Bﬁ,20(R,S)-dihidroxi-23-nor-5P—colénico-
—24-14¢ (12-140). con un rendimiento del 84%. E1l producto de

reaccién se recristalizd de acetona hasta actividad constante.

6. a.- Sintesis del 4cido 3D-hidroxi-23-nor-§p-co1-20(22)(E):
-énico (23)

H 0202H5 O,H

2
00202H5 Z Z
— ———
AcO il AcO HO
H H
37 38a 23

—_— — —

Por reaccién del compuesto 37 con oxicloruro de fésforo
en piridina, se obtuvo una mezcla de isdmeros, segin se de-
termind mediante el andlisis del espectro de RMN-TH de la mez~-
cla de reaccidén. Los componentes de la misma fueron identifi-~
cados como los ésteres et{licos de los 4cidos 3p-acetoxi-23-
-nor-5p-col-20(22)(E)=énico (38a), qp-acetoxi-23-nor-§ﬂ-col—

-20(22)(%)-énico (38b), 2P-acetoxi-23-nor-jP-col-17(20)-éni-

---—---------W
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co (38c) y 3p-acetoxi-23-nor-5p4-col-20-énico (38d): ‘
0202H5
Z
AcO AcO
H ) }
38a 38b
i
0202H5 \/\302021;5 1
AcO H AcO~ ii E
38¢c 38d

En base al andlisis de las sefiales correspondientes a los
protones de C-21 y C=22, se asignaron las sefiales pertenecien=-
tes a los cuatro isdémeros en el espectro de RMN-'H de la mez-

cla. En el caso del isdmero 38c, la sefial de los protones de

'C=21 aparece como un triplete a un valor de desplazamiento qui-

mico de 1,74 ppm. Por otro lado, el isémero 38d presenta un do-
blete a 4,94 ppm, correspondiente a los dos protones vinflicos
de C=21.

Tal como se explicd anteriormente, en este caso también

fue posible utilizar el valor del desplazamiento qufmico de los
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protones del grupo metilo de C-21 para establecer la estereo-
quimica del doble enlace en posicién 20(22). En el caso del
isémero E (38a) este valor es de 1,26 ppm, mientras que para
el isdmero Z (38b) es de 1,90 ppm.

Por recristalizacidn de la mezcla se separd un compuesto
puro, el cual fue identificado como el isémero 38a, mediante

el andlisis de su espectro de RMN-

H.

La mezcla correspondiente a las aguas madres de la re-
cristalizacidn fue separada por CIAR, en las condiciones des-
criptas en la Parte Experimental. E1 cromatograma presentaba
cuatro picos, los cuales fueron colectados, y los respectivos
productos fueron identificados como los cuatro isémeros (38a,
38b, 38c y 38d) mediante el andlisis del espectro de RMN-'H
de cada uno de ellos. Ademds, se determind la proporcidn de
cada isémero en la mezcla por integracién de las 4reas de ca-
da uno de los picos del cromatograma: isémero E (38a), 50%;
isémero Z (38b), 14%; 156meroé§17(20) (38c), 15% e isdmero
220 (384), 21%.

Por hidrdélisis del isdmero E (38a) se obtuvo, con buen
rendimiento, el 4cido Sﬁ-hidroxi-23—nor-5ﬁ-col-20(22)(E)-éni-

co (23), caracterizado por sus propiedades espectroscdpicas.

6. be= Sintesis del dcido 3pA-hidroxi-23-nor-5H=-co0l-20(22)(E)-
R 1

-énico-24-"4c (23-1%c)
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El producto radiactivo 22-14

C se obtuvo por la secuencia

de pasos presentada para la preparacidén del compuesto 23. Esta
se inicié con la reaccidén del compuesto 21—140 con oxicloruro

de fésforo en piridina anhidra. La mezcla producto de la reac=-
cién fue purificada por cromatograffa en columna de alimina y

separada en sus componentes por CLAR, aislindose el éster etf-
lico del dcido 3p-acetoxi-23-nor-5p-col-20(22)(E)-énico-24~"'4c
(2§-14C), con un rendimiento del 44%. Se recristalizd hasta ac=-
tividad constante y a continuacién, se lo hidrolizd en las con-
diciones ya descriptas, aislZndose el 4cido 3ﬂ—hidroxi-23-nor-
-5ﬁ-col-20(22)(E)—énico-24-14c (22-140),con un rendimiento del

86%, el que se recristalizd de etanol hasta actividad constante.

7. a.= Sintesgis del 4cido 3p3,14A,20(R,S)-trihidroxi-23-nor=-

5B-coldnico (20)

Para la sfntesis del compuesto 20 se pensd en acceder a un
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20-ceto-pregnano que presentara la funcionalizacidn adecuada

en la estructura tetracfclica esteroidal.

OH OH
0
N
CO,C,HH CO,H i
—_— —
OH OH OH ’
AcO AcO o1

39 40 20

Por un lado, la configuracién 5[3debia estar presente en
el compuesto de partida y por otra parte, el grupo hidroxilo |
en posicién 143 era otro factor condicionante.

Existfa la posibilidad de hidroxilacidn de un doble en=-
lace en posicién 14(15), reaccidn para la que se encuentran
descriptas‘varias técnicas en literafura 41, 42. Se probé una
de ellas 42 utilizando como compuesto modelo la¢ﬁj4-digitoxi-
genina, la cual se hizo reaccionar con N-iodosuccinimida en
acetona:agua y posteriormente con Niquel Raney en cloruro de
metileno, pero no se obtuvieron resultados satisfactorios, Por
lo tanto, resultaba prdcticamente imprescindible que el 20-ce=
to-pregnano de partida tuviera un grupo hidroxilo en el C-14
con la configuracidn requerida.

En base a todo ello, se pensé que el 20-ceto-pregnano que
cumplfa dichos requisitos era el compuesto 39.

Su preparacién habfa sido descripta en literatura 43, 44,

tal como se indica en la figura 14,
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Figura 14: Esquema de sfntesis del compuesto 39.

La degradacién del anillo butendlido de la digitoxina (2)
permitirfa obtener el dcido etidnico (43) correspondiente, el
cual por reaccidn con metil-litio, en dter et{lico, darfa el
compuesto 39. Por lo tanto, se siguid ese camino introducien-
do modificaciones, tal como se discute a continuacidn:

El tratamiento de digitoxina (2) en metanol a reflujo,
con dcido sulfirico 0,1N durante 1 hota, dio lugar a la for-
macidén de dos componentes en distinta proporcidén, segin se
determind por CCD (sistema 1). Dichos componentes fueron se-
parados por cromatograffa en columna de sflica gel, utilizan-

" do mezclas de tolueno y cloruro de metileno como solvente de
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elucidén, Los productos de reaccidén fueron identificados como

14

digitoxigenina (1) y A "-digitoxigenina (44) mediante espec-

72

HO
H

m
troscopia de RMN-1H, siendo la digitoxigenina el componente
mayoritario. A medida que disminufa el tiempo de reaccién, :
disminufa también la proporcidén de producto deshidratado en

la mezcla. Se encontrd que 40 minutos era el tiempo de hidrd-
lisis 6ptimo, ya que, précticamente no quedaba digitoxina (2)
8in hidrolizar, y apenas comenzaba a formarse el producto des-
hidratado 44. La digitoxina (2) fue acetilada con una mezcla
de anhf{drido acético y piridina, y el acetato de digitoxige-
nina (41) fue sometido a la degradacidén de su anillo butend-
lido mediante ozondlisis.

En los primeros ensayos se utilizdé acetato de etilo como
solvente en la reaccidén de ozonélisis, pero el producto de
reaccidn resultaba muy impuro y el rendimiento era bajo. Cuan-
do se utiliza como solvente en la reaccidén de ozondlisis, el
acetato de etilo puede dar lugar a reacciones laterales, a me-
nos que se utilice a temperaturas muy bajas (-80°C) y que haya

45

sido muy bien purificado « A pesar de controlar la tempera-
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tura y de haberlo purificado exhaustivamente, en las distintas
pruebas de ozondlisis en que se usé acetato de etilo, siempre
se obtenfa el mismo resultado, Se decidid, entonces, llevar a '
cabo la reaccidén de ozondlisis en cloruro de metileno, el cual
es un solvente de fdcil purificacién y que no necesita un con-
trol tan estricto de la temperatura.

Se disolvié la 3P-acetil-digitoxigenina (41) en cloruro

de metileno, se enfrid a -60°C y en la solucién se hizo bur-
bujear una corriente de ozono. La reaccién se controld por

CCD (sistema 5), comprobdndose que a los 20 minutos de reaccién
ya no quedaba producto de partida, La destruccidn del ozdnido,
en condiciones reductoras, tal como se explica en la Parte Ex-
perimental, rindid 3p—acetoxi—14P,21-dihidroxi-SP-pregnanolona
(42), con un rendimiento del 77% respecto de 3P-acetil-digito-

xigenina (41).
A fin de obtener el 4cido etidnico (43), se procedid a
degradar la cadena lateral tratando el compuesto 42 en meta-
nol, con una solucién acuosa de 4cido peryddico 43 gurante 2
horas a temperatura ambiente. Se obtuvo el dcido etidnico 43,
el cual fue caracterizado por espectroscopfa de RMM—1H y RMN-13C.
Para llegar al compuesto 39 restaba construfr la cadena
de 20-ceto~pregnano. Para ello, de acuerdo a la técnica des-

44, se hizo reaccionar el dcido etidnico (43) con una

cripta
solucidén de metil-litio al 3% en éter etflico, a 0°C, El1 pro-
ducto de reaccidén obtenido presentaba varias manchas por CCD
(sistema 6), una de las cuales correspondfa al producto de

partida. En vista de que el compuesto 43 presentaba otras po-

r
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siciones reactivas frente al metil-litio, mds alld de prote=-
ger el hidroxilo en posicién 14@, lo cual suele presentar in-
convenientes, se pensd en aplicar otro procedimiento para la
parte final de la construccidén de la cadena lateral.

Se considerd la posibilidad de obviar la degradacidn has=-
ta el 4cido etidnico mediante la transformacién directa del
compuesto 42 en el compuesto 39. Para ello, la idea consistia
en proteger el grupo hidroxilo de C-21 del compuesto 42 con
un grupo protector que actuara como buen grupo saliente, para
luego proceder a su desplazamiento. Uno de los métodos con-
sist{a en acetilar el grupo hidroxilo de C-21 y luego elimi-
nar el grupo 21-acetoxi con dcido iodhfdrico, tal comb se en-
cuentra descripto para la 21-acetoxi-pregnenolona 46. Las con-
diciones de reaccidn que debian ser usadas, es decir, calen=-
tamiento a 100°C con 4cido iodhfdrico 47%, podrfan provocar
la deshidratacién del hidroxilo 14p, inconveniente que hizo
necesaria la biusqueda de otro grupo protector que pudiera ser
desplazado en condiciones no excesivamente drdsticas.

Otra posibilidad serfa la introduccién de un grupo me=-
gilo en C-21 47 y la posterior eliminacién de la funcidén oxi-

genada de Cw21 48, segin se presenta a continuacidn:

CH 0S0.,CH
2773

L\/,o L\vfo N

— = —_—
OH OH OH
Ac 0 Ac
H Ac H o
42 45 39
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El tratamiento del compuesto 5g con cloruro de mesilo,
en las condiciones descriptas en la Parte Experimental, rin-
dié 1la 3p-acetoxi-14p-hidroxi-21-metansulfoniloxi-53-pregnan-
20-ona (45). Inicialmente se buscaron las mejores condiciones
de reaccidn, variando el tiempo de la misma y controldndola
por CCD (sistema 6). Se encontrd que 15 minutos era el tiempo
de reaccidén éptimo, ya que se obtenfa un producto poco impu-
rificado y con un buen rendimiento (80%). Cuando el tiempo de
reaccién era mayor, el compuesto 45 se obtenfa con muy bajo
rendimiento y acompafiado por otros productos, que no fueron
analizados.

El tratamiento del bompuesto 45 con ioduro de sodio en
dcido acético glacial, a temperatura ambiente, produjo el pro-
ducto 39. Las condiciones de reaccidén utilizadas eran lo su-
ficientemente suaves como para permitir la obtencidén del 20-
-ceto-pregnano 39, sin presentarse el problema de la deshi-
dratacidén del grupo hidroxilo ubicado en posicién 14 con o~
rientacidn >,

La reaccidn del compuesto 39 con bromoacetato de etilo
Y zinc, en benceno anhidro, en condiciones de Reformatsky,
produjo el éster etflico del d4cido 3ﬁ-acetox1—14ﬁ,20(R,S)-
-dihidroxi-23-nor-5pH-coldnico (40), como mezcla de los epf-
meros 40(20R) y 40(20s).

Ambos epimeros fueron identificados ebservando el des-
plazamiento quimico de los protones del grupo metilo de C-21,

1

en el espectro de RMN- H del producto de reaccidn.

En el caso del epimero 40(20R) este valor era de 1,27
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ppm, mientras que para el 40(20S) era de 1,43 ppm.

H.C,0 Ch5 Hy

222 0,C,H

2°2°9

OH H

H AcO i

40(20R) 40(208s)

AcO

Ademds del producto de reaccidn se recuperd un 34% del
producto de partida. Se probd mejorar el rendimiento aumen=-
tando el tiempo de reaccidén, pero se obtuvo el mismo resul=-
tado. Otra prueba que se hizo fue aumentar la proporcidn de
bromoacetato de etilo y zinc con respecto a la del 20-ceto-
-pregnano (22), en este caso el rendimiento fue menor y se
obtuvo un producto mds impurificado.

El compuesto 40 fue hidrolizado en las condiciones des-
criptas en la Parte Experimental, aisléndose el 4cido 3B, 14f,
20(R,8)-trihidroxi-23-nor-5f-coldnico (20), como mezcla de
los epimeros 20(20R) y 20(20s).

OH
HO.C Hy 50 V-
? CO,H
H H
HO HO
H H
20(20R) 20(208)
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A partir de las seriales de los grupos metilo de C=21 en
el espectro de RMN-'H del producto de reaccién, se identificd
cada uno de los epfmeros. En el epfmero 20(20R) esta sefial a~-
parece a 1,42 ppm, mientras que en el 20(20S) el valor de des-

plazamiento quimico de la misma es de 1,80 ppm.

7. b.- Sintesis del 4cido 3p,14P,20(R,S)-trihidroxi-23-nor-

-5p-calénico-24-*c (20-'4c)

OH H
0 > -
- | 0,C,Hg COH
— —_—
H H OH
AcO AcO HO
H H H
39 40-"4c 20-14¢

Para la obtencidn del producto radiactivo indicado, se
hizo reaccionar el compuesto 39 con bromoacetato de etilo-
-(1-140) y zinc, en benceno, en las condiciones antes des-
criptas. Luego de la acetilacién del producto de reaccidn se
obtuvo el éster etflico del 4cido 3p-acetox1-14ﬁ,20(R,S)-di-
hidroxi-23-nor-5p-colénico-24-140 (ig-140). el que se recris-
talizé hasta actividad constante. Luego se lo hidrolizé, ais-
1l4ndose el 4cido 3P,14P,20(R,S)-trihidroxi-23-nor-5ﬂ-coléni-



co-24-14¢c (20-'%c), con un rendimiento del 71%.
El producto de reaccidn fue recristalizado de acetona

hasta actividad constante.

«§0=
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B. Ensayos tendientes a obtener la sal de sodio del dcido 3/,
/

20(R,S)=-dihidroxi-23-norcol-5-énico

Dados los resultados de incorporacidén positiva de pre-
cursores solubles en agua en glicésidos cardendélidos, en plan-
tas del género Digitalis '4» 19» 10» 49 'y teniendo en cuenta
que los compuestos que se deseaban probar (4cidos 20(R,S)-hi-
droxi-23-norcolanoicos y 4cidos 23-norcol-20(22)(E)-énicos)
eran todos insolubles, se considerd la posibilidad de prepa-
rar derivados de los mismos que les confirieran solubilidad
en agua y favorecieran su absorcidén por el tejido vegetal.

Por otré parte, como en los primeros ensayos de adminis-
tracidn del 4cido 3p,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol-5-énico-24-
=145 (11-140) a plantas enteras de Digitalis purpurea la ac-

tividad absorbida por las hojas era inferior al 30%, se pen=-
sé que la absorcidén probablemente aumentarfa si en lugar del
dcido libre se lo administraba como su sal de sodio.

Para ello, se probd si el compuesto 17 se solubilizaba
en soluciones alcalinas, por formacidn de su sal, Los ensayos
realizados con soluciones acuosas de hidréxido de sodio 10%
y 20% y con solucidén saturada de bicarbonato de sodio en a=-
gua, no dieron resultados positivos.

Posteriormente, se intentd hacer reaccionar el 4cido 17
con una cantidad equimolecular de hidruro de sodio en tetra-
hidrofurano anhidro, a temperatura ambiente y calentando a
reflujo durante varias horas. La reaccidn se controlé por

ccD (sistema 5) y en ambos casos se recuperd el dcido libre.



Idéntico resultado se obtuvo al tratar el dcido 17 con
metéxido de sodio en metanol y por tratamiento del mismo com~
puesto, disuelto en metanol, con una solucidn acuosa de hi=-
dréxido de sodio 50%, calentando a reflujo.

En vista de los fracasados intentos para preparar la sal
de sodio del 4cido 17, es probable que se trate de un dcido
débil o que exista algin impedimento de tipo estérico para
la formacidén de la sal. Por lo tanto, se administrd como tal,
al igual que el resto de los dcidos sintetizados, en los en-

sayos realizados con plantas Digitalis purpurea.
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C. Sintesis de 3(3,20~dihidroxi-20-metil-presn-5-eno (46) y 3pA-

~acetoxi-20-hidroxi-20-metil-pregn-5-eno (47)

Los compuestos 46 y :7 fueron sintetizados con el objeto
de disponer de compuestos modelos para efectuar correlaciones
con los &cidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanoicos y sus corres-

130, tal como

pondientes ésteres et{licos en estudios de RMN=-
se describird en el Capfitulo 4.

Para la obtencidn del compuesto 47, se hizo reaccionar
acetato de pregnenolona (24) con ioduro de metilmagnesio en
éter etilico anhidro, en las condiciones de la reaccidn de

Grignard 50.

AcO AcO

24 46 47

Se obtuvo un s6lido diffcil de purificar por recristali-
zacidén, el que fue acetilado con una mezcla de anhfdrido acé-
tico y piridina y cromatografiado en una columna de sflica H,
utilizando éter de petrdéleo como solvente de elucidn. Se ais-
16 un producto de reaccidn onn un rendimiento del 10% y cuyos
espectros infrarrojo y de RMN-13C indicaban la presencia de dos

enlaces olef{nicos, uno en posicidén 5(6) y el otro proveniente
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de la deshidratacidn del alcohol terciario de C=-20 51. En base
a este resultado se proyectd, entonces, la sintesis del com-
puesto 46 a partir de acetato de pregnenolona (gi) y metil=-
litio, en tetrahidrofurano anhidro. Previamente, se prepard
el metil-litio por reaccidén de ioduro de metilo con butil-litio.
A la solucidén de metil-litio en tetrahidrofurano se le agregé
la solucidn de acetato de pregnenolona (24) en el mismo sol-
vente, y luego de un calentamiento a reflujo se aisld el com-
puesto 46, con un rendimiento del 83%.

Por acetilacidn de 46, se obtuvo Bﬂ-acetoxi-ZO-hidroxi-

-20-metil-pregn-5-eno (47) con un rendimiento del 89%.
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D. Ensayos preliminares para el aislamiento de glicdsidos

cardendlidos

1. Extraccidn de glicésidos cardendlidos de plantas Digitalis

purpurea

Con el propdsito de encontrar el mejor método de extrac-

cidn de glicésidos cardendlidos de plantas Digitalis purpurea,

se llevaron a cabo numerosas pruebas tendientes a lograr ese
objetivo.

Las primeras pruebas se hicieron con plantas de 14 meses
de desarrollo, ensaydndose los métodos descriptos por Gisvold
y Reichstein 16. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios
en ambos casos pero dichos métodos implicaban la purificacidn
del extracto en varias etapas y mediante el empleo de variados
solventes, logrdndose los mejores resultados cuando se disponia
de una gran cantidad de material vegetal.

1

Evans y Cowley '’ 2 determinaron las concentraciones de

cardendlidos en plantas Digitalis purpurea durante el prime=-

ro y segundo afio de desarrollo de las mismas. Encontraron que
durante los primeros 7 meses se produce un aumento considerable
de la concentracidn de cardendlidos, ya que éste es un perfodo
de rdpido crecimiento de la planta (figura 15). Las hojas mds
activas en su crecimiento son las que mds acumulan cardendlidos.
En el segundo afio de desarrollo, los cardendlidos se distribu-
yen en toda la planta incluyendo sus flores y sus frutos, los

que presentan las mayores concentraciones.,
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Figura 15: Variacidn en los niveles de cardendélidos en
hojas durante el primer afio de crecimiento

de plantas Digitalis purpurea,

En base a estos datos resultaba mds conveniente trabajar
con plantas mds pequefias, entre 4 y 6 meses de des~.: 710, con
lo cual se reducfan las cantidades de material veg:Y~"..: extraer,
Por este motivo, se buscé un método de extraccidén méc sencillo.
Se probd modificar la técnica de Reichstein 16 eliminando
algunas etapas de la purificacién, lo cual dio muy buen resul-
tado, ya que el extracto obtenido presentaba por CCD (sistema
2) el mismo grado de purificacién que el procesado segin la téc-
nica original.

En la literatura se encontré el método de Wegner 53. el
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que utilizaba agua como solvente de extraccién, lo que presen-
taba la ventaja de no extraer los componentes menos polares de
la planta.

Para probar esta dltima técﬁica, ge trituraron dos plantas
de 5 meses de desarrollo con agua en una licuadora chica. A con-
tinuacién, se pasé el contenido a un erlenmeyer y se agitdé du-
rante 24 horas a temperatura ambiente, sonicando esporddicamen-
te, ya que se habfa observado que la solubilidad de la digito-
xina en agua (1g/1001) aumentaba con la sonicacidén. Se filtré
el extracto acuoso y luego de tratarlo con solucidn de acetato
de plomo y de fosfato disddico 10% en agua, se centrifugd y se
extrajo varias veces con cloruro de metileno. for CCD (sistema
2) se observd que, efectivamente, se obtenfa un extracto eon
mayor grado de purificacién, pero las manchas que revelaban en
la zona de cardendlidos no coincidfan en color ni en Rf con las
de los testigos de digitoxina, gitoxina y digoxina. Dado este
resultado no esperado, se deSechd el método de extraccién con
agua.

La mayorfa de los métodos registrados en la literatura
utilizaban alcohol (etanol o metanol) o mezclas de alcohol y
agua como solvente de extraccidn, ya que en estos solventes
eran solubles los tres glicdsidos.

El método de Wichtl °% utilizaba etanol 70% a reflujo y
una posterior purificacién del extracto con solucidn de ace=-
tato de plomo y fosfato disédico 10% en agua para eliminar
ciertos flavonoides amarillos y pigmentos relacionados, ex-

trayendo la fraccidn de cardendlidos con cloroformo:isopro-
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panol (3:2). Se probd este método con plantas de 3 meses, ob-
teniendo un buen rendimiento en cardendélidos.

De todos los métodos probados, éste era el mds sencillo
y él que habfa proporcionado los mejores resultados., Sin em-
bargo, segin Tittel et al, 25 no era conveniente clarificar
un extracto con solucidén acuosa de acetato de plomo, en el ca-
so de determinaciones cuantitativas, ya que podian producirse
pérdidas de glicdsidos en la precipitacién.

Es por ello que, basdndonos en el método de Wichtl o4 con
algunas modificaciones, se procedid a extraer los glicdsidos
cardendlidos segin la siguiente técnica: la planta entera, sin
secar, se moliélen un mortero con ayuda de arena lavada. A con-
tinuacidén, se extrajo 5 veces eon etanol 70% a reflujo. Los ex-
tractos alcohdlico-acuosos se concentraron para eliminar el
etanol y la fase acuosa se extrajo 5 veces con cloruro de me-

tileno.

2. Purificacidn del extracto de glicdsidos cardendlidos

16 la fraccidn

En las técnicas de Gisvold 22 y Reichstein
de glicédsidos cardendlidos aislada de la planta se hidroliza
en medio dcido para obtener las respectivas geninas.

Cuando se buscaron las mejores condiciones para la reaccidn

de hidrélisis de la digitoxina, tal como se describié en la sin-

tesis del 4cido 3@,14ﬁ,20(R,S)-trihidroxi—23-nor-Sﬁ-colénico (20),

se observd que el tiempo de reaccidn era critico, ya que los
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cardendlidos son poco estables frente a los 4cidos, dando lu=-
gar a productos de deshidratacidn, principalmente derivados
insaturados del tipo.cﬂ4. En el caso de obtener los glicési-
dos radiactivos era importante no tener pérdidas de marcacidn
isotdpica; por este motivo se decidié no hidrolizar los glicé-
sidos aunque ésto implicaba trabajar con compuestos mds polares.

En un principio se intentd separar los gliedsidos por
CLAR, Para ello, se hicierom pruebas con una mezcla de patro=-
nes de los tres glicésidos buscando las mejores condiciones pa-
ra la separacidn de los mismos. Esto se logrdé con una mezcla
de acetonitrilo:agua (56:44), utilizando una columna de fase
inversa. La deteccidn de los glicdsidos se realizé 'con un de-
tector ultravioleta a una longitud de onda de 225 nm, Cuando
se intentd realizar la separacién y coleccidn de los glicdsi-
dos por CLAR preparativa no se logrd obtener el resultado del
ensayo analfitico,

Se decidid, entonces, buscar condiciones para la separa-
cidn de los tres glicdsidos por CCD. Los glicédsidos gitoxina
y digoxina difieren inicamente en la posicidn de uno de sus
hidroxilos, lo cual hace diffeil su separacidén por CCD. En
literatura 56 se encontraron sélo dos mezclas de solventes
que permitfan la separacidén de los tres glicdsidos y que eran
metil-etil-cetona:tolueno (80:20) y cloruro de metileno:me-
tanol:agua (90:10:0,25). Desarrollando dos veces la placa cro-
matogrdfica con la dltima de estas mezclas se obtuvieron los
me Jores resultados. En ésta, los valores de Rf de cada uno de

los glicdsidos resultaron ser: 0,75 (digitoxina), 0,60 (gito-
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xina) y 0,40 (digoxina).

Una vez encontradas las mejores condiciones para la se-
paracidén de los glicdsidos por CCD, se aplicéd esta metodolo-
gfa a la purificacidn del extracto vegetal conteniendo los.
glicdsidos cardendlidos. Junto con el extracto se sembrd, a
un costado de la placa preparativa, una mezcla de los pat: '=
nes correspondientes a los tres glicésidos, Luego de des:z o-
llar dos veces la placa cromatogrdfica con el sistema 4,
tapd la zona correspondiente al extracto con papel de alum:=-
nio y se reveld con dcido sulfirico 50%, iUnicamente la mezcla
de los patrones.,

Se rasparon, entonces, las zonas de la placa correspon=-
dientes a los tres glicdsidos y se eluyeron de la sflica con

una mezcla de cloruro de metileno:metanol (70:30).

3, Andlisis de las fracciones de glicdsidos cardendlidos ais=-

ladas por .CCD

Para llegar a establecer que los compuestos radiactivos

gsintetizados y luego administrados a plantas Digitalis purpu-

rea eran intermediarios en el camino biosintético de cardend-
lidos, era necesario calcular los valores de incorporacidn es=-
pecf{fica (IE) y absoluta (IA) de estos posibles precursores en
cada uno de los glicdsidos cardenélidos.

ILa IE y la TA se definen, respectivamente, como:
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radiactividad (dmp/mmol) (glicdsido) x 100

IE = —3diactividad (dmp/mmol) (precursor)
14 = radiactividad total (dpm licdsido x 100
radiactividad tota pm administrada

Por lo tanto, para calcular los valores de IE era necesa-
rio conocer la masa de cada uno de los glicdsidos aislados a
partir del extracto.

Cuando se trabaja con plantas pequefias (4 a 6 meses) la
concentracidén de cardendlidos es aproximadamente de O0,1mg/g
de planta fresca, segin lo determinado por Evans y Cowley L 2,
por lo que estas bajas concentraciones hacen diffcil su detec~-
cidén y cuantificacidn.

El andlisis por CCD de las fracciones correspondientes
a los tres glicdsidos provenientes de la purificacidén de un
extracto obtenido como ya se ha indicado, sefiald que estas
fracciones no estaban puras, sino que contenfan manchas co-
rrespondientes a otros productos de la planta, Ademds, la ma-
sa de las fracciones era muy baja, siendo en algunos casos del
orden del error de pesada,

Para solucionar estos inconvenientes se encar$ otro mé-
todo que permitiera determinar la masa de cada uno de los gli-
cdsidos presentes en las fracciones obtenidas por CCD (siste-
ma 4), para luego utilizar ese dato para el cdlculo de la IE.

Dado que los glicésidos cardendlidos absorben en la zona
del ultravioleta a 225 nm, se intenté medir su absorbancia a
esta longitud de onda y determinar su masa a partir de una
curva de calibracidén (absorbancia vs concentracién) obteni-

da a partir de soluciones de los glicdsidos puros en metanol.
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Se construyeron las curvas de calibracidén para digitoxi-
na y gitoxina, segin se muestra en las figuras 16 y 17.

Cuando se procedid a determinar la absorbancia de las frac-
ciones correspondientes a cada uno de los tres glicdsidos y de
aquéllas correspondientes a otras zonas de la placa cromato-
grifica, luego de la purificacidén por CCD (sistema 4) del ex-
tracto vegetal, se observd que todas las fracciones presenta-
ban absorcidn a 225 nm, por lo que este método no era util pa-

ra determinar la masa de cada uno de los glicdsidos.

1 [l 1 1 1 1 1 1 S

0

1 2 3 4 5 6 7T 8 ¢x 10~2 (mg/ml)

Figura 16: Representacidén de los valores de absorbancia

(a 225 nm) de digitoxina en funcidn de su

concentracién.
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Figura 17: Representacidn de los valores de absorbancia
(a 225 nm) de gitoxina en funcidn de su con-

centracidn.

Dada la imposibilidad de obtener valores seguros de la
masa de los glicdsidos, se decidid determinar la IA dnicamente.

Por otra parte, para facilitar la deteccidn y la posterior
purificacidén por recristalizacidn de cada uno de los glicdsi-
dos aislados, se agregd al extracto una determinada cantidad
de cada glicdsido puro, previo a su purificacidn.

La dilucién de cada uno de los glicdsidos por el afiadido
de patrones auténticos permitié separarlos por CCD preparati-
va y purificarlos por sucesivas recristalizaciones, pero im=-
pidid la determinacidn segura de las masas presentes y por ende,

el c4lculo de la IE,
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E. Método de inoculacidn de compuestos radiactivos

Para establecer el mejor método de administracidn de sus-

tratos radiactivos a plantas de la especie Digitalis purpurea,

se llevaron a cabo una serie de ensayos teniendo en considera-

cidén que en literatura se encuentran descriptas varias técni-

cas utilizando tanto plantas enteras 16, 57

17, 20

, como hojas corta-
das « Como en nuestro caso los productos a inocular eran
insolubles en agua, para estos ensayos se utilizé progestero-
na-(1, 2, 6, 7-3H) como compuesto modelo, ya que habfa sido
demostrado que la progesterona se incorporaba en los cardend-

lidos de la planta mencionada,

1. Ensayos con plantas enteras

El primero de estos ensayos consistié en administrar el
precursor disuelto en acetona sobre la superficie de las ho-

jas de una planta Digitalis purpurea. Las hojas habfan sido

previamente desengrasadas pasando un algodén embebido en ace-
tato de etilo sobre la superficie de las mismas, lo cual favo-
recf{a la absorcién del precursor.

Luego de la evaporacidn de la acetona, las hojas se pul=-
verizaron con una solucidén de aceite de silicona 10% en &ter
de petrdleo. El1 aceite de silicona se absorbe en pocas horas
y provoca una absorcién conjunta del precursor. Este trata-
miento no tiene ningin efecto sobre el crecimiento de las plan-

tas, siempre y cuando la pulverizacidén sea lo suficientemente
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lenta como para permitir una evaporacidén répida del éter de
petrdleo y el depdsito de una pelfcula delgada de silicona.

Luego de varios dfas, algunas de las hojas administradas
con el precursor radiactivo mostraban puntos marrones como re-
sultado de la toxicidad de la acetona, pero la mayorfa crecié
normalmente. Al cabo de 15 dfas, se lavd la superficie de las
hojas con acetona para determinar la cantidad de progestero-
na-(1, 2, 6, 7-3H) no absorbida, que resultd ser del 16%. Se
aislaron los glicdsidos cardendlidos, segin se explicd ante-
riormente y se midieron sus valores de radiactividad. Los va-
lores de incorporacidén coincidieron con los hallados por otros
autores 20. |

Un segundo ensayo realizado consistid en atravesar la ba-
se del tallo con una aguja de coser para pasar un hilo de al-
godén, el cual absorbia de un recipiente de vidrio una solu-
cién acuosa del precursor. En este caso, como la progesterona
es insoluble en agua, se agregd Tween 20 para ayudar a su dis-
persién. Como en este ensayo se utilizaron 5 mg de progestero-
na, fue necesario agregar bastante Tween 20 para lograr una
dispersidn total, con lo cual, la solucidén resultdé viscosa y
el hilo tomaba por capilaridad sdlo agua, por lo que la mayor
parte-de la radiactividad quedd retenida en el recipiente., Este

16 con muy buenos re-

método habfa sido probado por Reichstein
sultados, pero con mevalonato de amonio, soluble en agua. En
general, no resulta aplicable a casos de precursores insolu-
bles en agua, a menos que éstos puedan ser dispersados con muy

poca cantidad de detergentes.
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2. Ensayos con hojas cortadas

Previo al ensayo de administracidén de productos marcados,
fue preciso determinar el tiempo que una hoja cortada de una

planta Digitalis purpurea, podfa mantenerse con su pedinculo

sumergido en un recipiente con una solucidén de nutrientes, sin
sufrir modificaciones apreciables. Para ello, se cortd una ho=-
ja, se presiond suavemente su pedinculo para romper los vasos

y permitir una mejor absorcidén y se la colocd en un recipiente
conteniendo 0,5 ml de agua. El1 espacio libre entre la hoja y

el borde del recipiente se obturd con algodén hidrdéfugo, para
evitar la evaporacidén del agua., Al cabo de una noche se com-
plet§ la absorcidn casi total del agua y se realizaron sucesi-
vos agregados de 0,3 ml de una solucidn salina cuya composicidén
se puede ver en la tabla 1 58.

Con este tratamiento la hoja se mantuvo en buen estado
durante 11 dfas.

Dado el resultado anterior, todos los ensayos sucesivos
se llevaron a cabo con hojas separadas de la planta.

Uno de ellos consistié en cortar una hoja, aplastar sua-
vemente su pedinculo y colocarla en un recipiente con agua. En
estas condiciones, se desengrasd su superficie con acetato de
etilo y se aplicd sobre la hoja una solucidén de progesterona-
-(1, 2, 6, 7-3H) en acetona, Se pulverizd con una solucidn de
aceite de silicona 10% en éter de petrdleo y se la mantuvo en

buen estado durante 10 dfas, alimentdndola con solucidén sali-

na. Al cabo de este perfodo, se extrajo la progesterona no




absorbida que habfa quedado sobre la superficie de la hoja
(32%) y, tal como se indicd anteriormente, se determind 1la
incorporacidén del precursor en los cardendlidos. En este ca-
so, el valor de incorporacién absoluta fue menor qué en el en=-

sayo correspondiente con una planta entera,

Tabla 1: Composicidn de la solucidn salina empleada en

los ensayos con hojas de Digitalis purpurea.

sustancia concentracidn
MgS0, 1,8 g/1
Ca(H03)2 1,5 g/l
Na,S0, 1,0 g/1
KC1l 0,4 g/1
Na,HPO, 95 mg/l
Mn012 46 mg/l
Fe2(804)3 16 mg/l
Zns0, 13 mg/l
H5B04 7,5 mg/l
KI 3,8 mg/l
CuSO4 20 g/l
MnO 2,5 g/1

Otro método probado consistid en colocar una hoja cortada

en una solucidn acuosa del precursor, produciéndose la absor-
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cién directamente. Se ensayd primero un compuesto soluble en
agua como la mevalonolactona-(2-14c), obteniéndose un buen re-
sultado de incorporacidén del precursor en los cardendlidos.

Se probé luego progesterona-(1, 2, 6, 7-3H) dispersada
en agua con ayuda de Tween 20, En este caso, la hoja no se
mantuvo en buen estado y no absorbid la totalidad de la so-
lucidn, la cual tomdé una coloracién naranja probablemente de-
bida a productos de oxidacidn de la hoja. Luego de 5 dfas se
determind que un 53% del precursor no habfa sido absorbido y
que la incorporacidén en glicédsidos cardendlidos habfa sido
muy baja.

Teniendo en cuenta todos los reéultados antes presentados,
se decidid trabajar con plantas enteras administrando los com=-
puestos radiactivos, disueltos en un solvente adecuado, me-

diante su aplicacién sobre la superficie de las hojas.



-101=-

F. Degradacidén de digitoxina

Con el objeto de comprobar si la radiactividad se halla-
ba localizada Unicamente en el anillo butendlido de los car-
denélidos, o si por el contrario, se habfa producido una dis-
persidén de la marca en la molécula de los mismos, como resul=-
tado de algin tipo de degradacidén de los precursores adminis-
trados, se procedid a la degradacidn de la digitoxina radiac-
tiva (g—14c) proveniente del ensayo de administracidn del dci-
do 3P,20(R,S)-dihidroxi-23-nor-5p-coldnico-24-"4c (19-'%c).

El proceso degradativo se indica en la figura 18.

Siguiendo la secuencia degradativa de Leete et al. 14, la
digitoxina (2) fue hidrolizada con 4cido sulfirico 0,1N, en me-
tanol, rindiendo digitoxigenina (1) y el azicar digitoxosa. La
digitoxigenina se extrajo con cloruro de metileno, mientras
que la digitoxosa permanecid en la fase acuosa. Por acetilacidén
de la digitoxigenina se obtuvo 3P-acetil-digitoxigenina (41),
la que fue sometida a una reaccidn de ozondlisis. El ozdnido
resultante se redujo con zinc y dcido acético, obteniéndose el
éster glicélico (48), cuya hidrdlisis con solucidén acuosa de
bicarbonato de potasio al 10%, en metanol, rindid el dcido gli-
edlico (49) y 3P-acetoxi-14p,21-dihidroxi-5P-pregnanolona (42).

Se pudieron aislar as{ el hidrato de carbono (digitoxosa),
el compuesto 42 (que contiene los carbonos 20 y 21 del anillo
butendlido) y el écido glicdlico (formado por los carbonos 22
y 23 del anillo lactdnico) y medir la incorporacidn radiactiva

en cada uno de ellos,
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Figura 18: Degradacidén de digitoxina,
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Introduccidn

El valor del desplazamiento quimico obtenido por RMN-130

para un determinado &tomo de carbono, refleja el entorno elec=-
trénico y estérico del mismo. Una de las caracter{sticas mds
importantes de los espectros de RMN-130 es el hecho de que,
dentro de ura familia de compuestos, un sustituyente dado pro=-
duce efectos similares en el carbono al cual estd unido y en
aquellos carbonos que se encuentran cerca del sitio de susti=-
tucidén. En general, los efectos del sustituyente se atenidan
rédpidamente a medida que aumenta la distancia al sitio de sus-
titucidén y, por lo tanto, los desplazamientos quimicos del car=-
bono que lleva el sustituyente y sus vecinos mds inmediatos
son los m&s importantes; éstos se conocen como efectos %, P y
J, respectivamente. .

Los efectos sobre un determinado carbono de los grupos
ubicados en relacidén P y ¥ respecto de é1, son aproximadamen=-
te aditivos y se han publicado tablas con pardmetros de apan-
tallamiento para derivar los desplazamientos quimicos de 130
en hidrocarburos saturados, alcoholes, cetonas y algunas ole=-
finas 59. En algunos casos, carbonos mds alejados del sitio
de sustitucidn también exhiben desplazamientos caracter{sticos,
en general, mids pequefios. Es por ello gque, en la asignacidn de
espectros de RHN-13C, es muy dtil la ccmparacidn con compues-
tos estrechamente relacionados 60.

En el presente trabajo se han sintetizado derivados este-

roidales que poseen, en varios casos, la misma cadena lateral



-105=

y difieren en la estructura del esgueleto esteroidal (figuras

19, 20, 21 y 22),.

OH OH

AcO 0

3

25 32
OH
0 Z ' AcO H
23 21
H
COZCZHB
OH
AcO H
40

Figura 19: Familia de compuestos 25, 32, 33, 37 y 40.
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Figura 21: Familia de compuestos 26, 34, 35 y 38.
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Figura 22: Familia de compuestos 21, 22 y 23.

En estos casos se observa que, dentro de cada familia,
los 4tomos de carbono pertenecientes al anillo D, el grupo
metilo de C-18 y los dtomos de carbono de la cadena lateral,
presentan valores de desplazamiento quimico muy similares, in-
dependientemente de la configuracidén y de los aspectos fun=-
cionales de los anillos A y B.

Por otra parte, esteroides con distintas cadenas late~-
rales pero el mismo esqueleto esteroidal (figuras 23 a 30),
presentan, dentro de cada familia, prédcticamente los mismos
valores de desplazamiento quimico para los dtomos de carbono
de los anillos A y B y el grupo metilo de C=19, independien=
temente del tipo de cadena lateral., Esta situacidén era previ=-

sible, dada la posicidén remota de estas modificaciones.
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Figura 23: Familia de compuestos 25, 26 y 47.
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Figura 24: Familia de compuestos 17, 21 y 46.
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Figura 26: Familia de compuestos 30, 31, 32 y 34.
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Las asignaciones de desplazamientos quimicos a los dis-
tintos carbonos, tal como se encuentran en las tablas 2, 3,
4, 5, 6 y 7, fueron confirmadas por andlisis de los respec-
tivos espectros realizados por la técnica del test de proto-

) 61, por comparacidn con datos de compues=

nes vecinales (APT
tos modelos y por valores conocidos de desplazamientos indu-
cidos por un determinado sustituyente,

Se discutirdn a continuacidn, los resultados obtenidos
para grupos de derivados esteroidales cuya caracteristica co-

min es la cadena lateral que poseen.

1. Esteres etflicos de 4cidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolancicos

Tal como se describié anteriomente, los ésteres etilicos
de los dcidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanocicos (familia de
compuestos 25, 32, 33, 37 y 40; figura 19) fueron sintetizados
por reaccidén de los 20-ceto-pregnanos correspondientes con bro-
moacetato de etilo y zinc, en condiciones de la reaccidén de
Reformatsky, con excepcidn de 33 que se obtuvo por hidrdlisis
dcida del grupo cicloetilendioxi de C-3 del compuesto 32. El

resultado de esta reaccidn fue la obtencidn de las mezclas de

de los epimeros en C-20. En el caso de los compuestos 25, 32

y 37, las mezclas fueron resueltas en svs dos componentes por
CLAR preparativa. Ello permitié, tal como se indica en el Ca=-
pitulo 3, caracterizar los epimeros 20R y 20S por espectrosco-

pfa de RMN-'H.
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Nos interesd, por lo tanto, estudiar por RMN-13C los efec-
tos derivados por la quiralidad de C-20, Como la cadena lateral
era la misma para ambos epimeros, las diferencias observadas
por este método espectroscépico se deberfan atribufr a facto-
res estéricos surgidos del conférmero favorecido en solucién
para cada uno de los epimeros.

Se estudiaron los carbonos que resultaron afectados por el
cambio de configuracién en C-20, para lo cual fue necesario es-
tablecer qué sefiales provenientes de un mismo carbono aparecian
a diferentes valores de desplazamiento quimico. E1 método que
resultd mds conveniente para este andlisis, dado que las dife-
rencias observadas para dichos carbonos eran pequefias (menores
que 1 ppm), fue efectuar primero el espectro de la mezcla de
epimeros para observar las sefiales dobles y luego el espectro
de cada uno por separado, permitiendo asignar las sefiales co-
rrespondientes a cada ep{mero.

.De esta manera, el espectro de RMN-'2C de la mezcla 25
(20R+20S) presentd sefiales dobles para los carbonos 13, 14,
16, 18, 20, 21, 22 y para el carbono metilénico del éster et{-
lico. La sefial m4ds intensa de cada uno de dichos pares debfa
corresponder al carbono perteneciente al isémero 20S, obteni-
do con un 62% de rendimiento en la mezcla. E1l resto de los
carbonos presentaban sefiales inicas para ambos epimeros.

En el caso de la mezcla 37(20R+20S) se obtuvieron sefiales
dobles para los mismos carbonos.

En los espectros de RMN-'2C de las mezclas 32(20R+208S)

y 33(20R+20S), dichos dobletes fueron observados para los
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carbonos 16, 18, 20, 22 y el carbono metilénico del éster etf-
lico, mientras que las pequefias diferencias existentes entre
los desplazamientos quimicos de las sefiales de los carbonos
13, 14 y 21 no permitié su resolucién, sino que la sefial co=-
rrespondiente al epimero minoritario (20R) se presentaba como
una inflexidn de la correspondiente al mayoritario (20S).

En el caso de la mezcla 40(20R+20S), la idnica sefial do-
ble del espectro de RMN-1BC resulté la correspondiente a C-21,
con una diferencia de 0,5 ppm entre las sefiales correspondien=-
tes al C-21 de ambos epimeros.

El andlisis de los espectros de RMN-'-C de cada uno de
los epfmeros resultantes de la separacidén por CLAR de las mez=-
clas 25, 32 y 37, permitié asignar con seguridad las sefiales
correspondientes a los carbonos de cada isdmero puro, tal como
se encuentra detallado en la tabla 3. .

Las diferencias en desplazamiento quimico entre aquellos
carbonos que estdn afectados por la quiralidad de C-20 son pe-
quefias (menores de 1 ppm), siendo las mds importantes las co-
rrespondientes a C-20 (a$ 0,3-0,4 ppm), es decir el centro asi-
métrico, C-16 (a8 0,3-0,4 ppm), C-18 (ad 0,3 ppm) y C-22 ( &S
0,2-0,3 ppm).

Aungue en algunos casos, la cadena lateral unida a C-17
puede rotar libremente, es sabido que, generalmente prefiere
adoptar una conformacién particular, ya que el hemiespacio su=-
perior de la molécula se encuentra en parte impedido por la pre=-
sencia del grupo metilo de C-18, La conformacidn adoptada de=-
penderd de la configuracidén y de los sustituyentes de C=-20,
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Este hecho se observa en el caso de compuestos del tipo 20~

-hidroxi-pregnano, A partir de datos de RMH-1H 62y 63

y por
estudios de las energfas relativas de los distintos confdr-
meros 64, se pudo establecer que en el 3/ 20R-dihidroxi-5«-
-pregnano (50(20R)), la cadena lateral adopta una disposicién
espacial preferencial, conduciendo a una conformacidn estre-
llada en la cual el hidrdgeno de C-20 se encuentra ubicado en

posicidn anti con respecto al hidrdgeno « de C-17 (figura 31).

Esta conformacién predomina en un 98% en el equilibrio.

HO CH

f18 % 3
20
b) 16
Me=21
| HO =
50(20R)

Figura 31: Proyeccidén del enlace C=17/C-20 del conférmero
preferido en solucién para el 3f3,20R~-dihidro-

Xxi=-5«-pregnano (50(20R)).

En este caso, el grupo hidroxilo de C-20 se ubica cerca
de C-12 y el grupo metilo de C-21, relativamente voluminoso,
lo hace en una posicidén sinclinal con respecto a C-16.

En el caso del isdmero 50(20S), en la conformacidn estre-
llada con el hidrdgeno de C-20 anti con respecto al hidrdégeno

& de C-17, se produce un aumento en la energfa del rotdmero
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debido a la proximidad de los grupos metilo de C-21 y C-18 (fi-
gura 32 a). Esta interaccidn favorece la existencia de una pro-
porcidn significativa de otro rotdmero de conformacidn estrella-
da, en el que el hidroxilo de C-20, antes que el hidrdégeno de es-
te carbono, se proyecta sobre el anillo D (figura %2 b). Esto es
posible porgue el oxigeno puede alejarse ligeramente de C-18, ya

que sufre las repulsiones de los hidrdgenos de este carbono.

g« H
?18 f1a = -
c c C
16 3 16
G 0 21
21
H | H
H
(a) (v) 50(20s)

FPigura 32: Proyecciones del enlace C-17/C=20 de los
confdérmeros favorecidos en solucidén para

el 3p3,20S-dihidroxi-5«~-pregnano (50(20S)).

Los espectros de RMN-130 de los derivados de los &cidos
20(R,S)-hidroxi-23-norcolanoicos en estudio, no podfan ser direc-
tamente correlacionados con los correspondientes a 3p,20R-dihi-
droxi-Sa-pregnano (50(20R)) y 3f,20S-dihidroxi-5«-pregnano (50
(208)), debido a que, en nuestro caso, el hidrdgeno de C-20 es-
taba sustitufdo por un grupo R (CH20020H20H3) mis voluminoso.

Para poder efectuar una correlacidén efectiva con compues-

tos modelos andlogos a nuestros é€steres etilicos de los dcidos
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20(R,S)-hidroxi-23-norcolancicos, se sintetizd el 3P-acetoxi-
-20-hidroxi-20-metil-pregn-5-eno (47) el que, a semejanza de
los compuestos en estudio, no contenfa hidrégeno en el C-20,
El compuesto modelo 47 fue analizado por espectroscopia de
RMN-130. Por los datos antes presentados, era factible asumir
que el confdrmero favorecido en solucién deberfa presentar al
grupo hidroxilo de C-20 en posicidén anti con el hidrdgeno « de
C-17 (figura 33).

C1g H3C CH
| OH
C

13 Ci6

CH
3 AcO

17
47

Figura 33: Proyeccién del enlace C-17/C-20 del confdérmero
favorecido en solucidn para el 3P-acetoxi-20-

-hidroxi-20-metil-pregn-5-eno (47).

Esta suposicidén se basa en consideraciones estereoguimi-
cas 65 que indicaban que el espacio adyacente al grupo metilo
de C-18 de los esteroides, no puede acomodar fdcilmente grupos
unidos a C-20 que sean voluminosos con el grupo metilo de C=-21,
El apoyo definitivo a esta restriccidén de la libertad confor=-
macional de la unién C=17/C-20 surgidé luego también de una can=-

tidad de observaciones, entre las que se encuentran las efec=-
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tuadas con 20-hidroxi-pregnanos y que se mencionaron anterior=-
mente.,

Por lo tanto, en el caso de la cadena lateral del 3B-ace-
toxi-20-hidroxi-20-metil-pregn-5-eno (47), al ser el hidroxilo
unido al C=20 un grupo menos voluminoso que el metilo, presen=-
ta menor impedimento estérico que éste al enfrentarse con el
grupo metilo de C-18, Comparédndola con el caso mids simple gue
presentaba el hidrdégeno de C-20 anti al hidrégeno 17« (ver fi=-
gura 32 a), la conformacién mostrada en la figura 33 debe in-
troducir una interaccién entre el C-18 y el grupo hidroxilo de

c-20 66 3¢

, que se detecta en el estudio del espectro de RMN=-
del compuesto 47.

Teniendo en cuenta el modelo descripto, se propone para
los ésteres etflicos de los &cidos 20(R,S)-hidroxi-23-norco=-
lanoicos, como conformacién favorecida para ambos gpimeros,
una disposicidén estrellada con el grupo hidroxilo de C-20 u-

bicédndose aproximadamente en relacidén espacial anti con res-

pecto al hidrégeno de C=17 (figura 34).

Esta conformacién justificarfa el desplazamiento quimi-
co de C-18 hacia campos mds bajos observado en todos estos de=-

rivados (§ 13,4-13,9 ppm), indicando de la misma manera gque en

. el compuesto modelo 47 (§ de C-18: 13,5 ppm) que existe una

compresién estérica debida a la interaccidén entre el grupo
hidroxilo de C-20 y el metilo de C-18, Mds aiin, si en los com=
puestos esteroidales en estudio, el hidroxilo de C-20 estd lo=-
calizado en posicidén anti con respecto al hidrégeno 17, el

entorno quimico de C-16 en el isémero 20R es el mismo gque el
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de C-16 en el compuesto modelo 47 (ver figuras 33 y 34).

18
| oH H
G ¢
2 16 L 16
R= CH200002H5

B ®21 C21

Hyq Hyq
epimero 20R epimero 20S

Figura 34: Proyecciones del enlace C=17/C=20 de los con=-
férmeros favorecidos en solucidn para los epf-
meros 20R y 20S de los ésteres etflicos de los
4cidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanocicos,

Los desplazamientos qufmicos observados estédn ﬁe acuerdo
con esta hipétesis, ya que el valor del desplazamiento quimi-
co de C-16 en el compuesto 47 es de 23,1 ppm y en el isdmero
20R de los ésteres etilicos de los &cidos 20(R,S)-hidroxi-23-
norcolanoicos (25, 32, 33 y 37) este valor varfa entre 23,0 y
23,1 ppm.

Por otra parte, en el isémero 20S (figura 34) el C-16 se
encuentra en un entorno diferente y su valor de resonancia se
presenta a 22,7-22,8 ppm.

En el caso del isdmero 20S, el entorno quimico para los
carbonos 13 y 18 debe ser prdcticamente el mismo que el gque
existe en el compuesto 47 (ver figuras 33 y 34). En el com=-

puesto 47, estos carbonos resuenan a 42,7 y 13,5 ppm; en los
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isémeros 20S de los compuestos 25, 32, 33 y 37, los valores
de desplazamiento qufmico para C-13 y C-18 son de 42,7-43,1
ppm y de 13,4-13,6 ppm, confirmando la suposicidn anterior.

En los isdmeros 20R estos valores son de 42,9-43,3 ppm
y de 13,7-13,9 ppm, respectivamente.

En ambos casos, el grupo metilo de C-21 debe estar orien=-
tado hacia el lado «« de la molécula, as{ como la cadena late-
ral, que debe evitar cualquier interaccidén con el nicleo es~-
teroidal. De esta manera, los confdérmeros propuestos cumplen
con las variaciones de los desplazamientos quimicos observados.,
La presencia de la interaccidén entre el hidroxilo de C-20 y el
grupo metilo de C-18 en los conférmeros propuestos, no inhibe
su existencia como los conférmeros principales, como ha sido
demostrado en el caso del 3p,20S-dihidroxi-5«=pregnano 63.

Es muy probable que en estos derivados la libertad de
rotacién alrededor del enlace C=-17/C-20 esté restringida de-
bido a la repulsidén que existirfa entre el grupo metilo de C-18
y cualquier grupo voluminoso unido a C-20, Es de suponer gue
esta interaccién estérica (entre el grupoc metilo de C-18 y el
grupo R: CH200202H5) tendr{a mayor energfa que aquélla men-
cionada anteriormente entre el hidroxilo de C-20 y el grupo
metilo de C-18,

2. Acidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolancicos

Los dcidos 17, 18, 19 y 20 (figura 20) fueron obtenidos
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por hidrélisis de los respectivos ésteres etflicos (25, 33,
37y 59). tal como se describe en la Parte Experimental, Por
lo tanto, en todos los casos se obtuvo la mezcla de los epi-
meros 20R y 20S, siendo el 20S el mayoritario. En estos casos,
a diferencia de los ésteres etflicos correspondientes, se de=-
bié utilizar piridina como solvente para realizar los espec-
tros de RMN-13C, debido a que, tanto el grupo hidroxilo de
C-3 como el grupo carboxilo libre, los hacian insolubles en
cloroformo,

Con respecto a la metodologfa utilizada, se efectud pri-
mero el andlisis de la mezcla de ambos epimeros y luego, con
el propésito de la asignacidén individual de sefiales, el del
epfmero 17(20S), obtenido por hidrdlisis de 25(20S). Cono-
cidas las sefiales correspondientes al epimero 11(205), se pu=
dieron asignar las del epimero 17(20R) en el espectro de
RMN-130 de la mezcla. En base a estos datos, se asignaron las
sefiales correspondientes a cada uno de los epimeros en los
espectros de RMN-12C de las mezclas 18(20R+20S), 19(20R+20S)
y 20(20R+20S).

El espectro de RMN-17C del compuesto 17 presentd sefiales
dobles para los carbonos 13, 16, 18, 20, 21, 22 y 24, La se-
fial correspondiente a C-14 no estaba resuelta en dos, pero
presentaba una inflexidén, lo cual indicaba que los valores de
desplazamiento quimico para este carbono eran muy seme jantes
en ambos epimeros.

Los compuestos 18 y 19 presentaron sefiales dobles para

los carbonos 13, 14, 16, 18, 20, 21, 22 y 24, mientras que
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el compuesto 20 sélo presentaba una sefial doble, la corres-
pondiente a C=-21.

Al igual que en el caso de los ésteres etflicos de los
4cidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanoicos, las diferencias en
desplazamiento quimico entre aguellos carbonos que presenta-
ban sefiales dobles por estar afectados por la quiralidad de
C-20, eran pequefias. Las diferencias mds importantes eran las
correspondientes a C-22 (1,2-1,4 ppm), C-21 (0,4-0,5 ppm),
¢-20 (0,2-0,3 ppm), C-16 (0,2-0,3 ppm) y C-18 (0,2 ppm).

En el caso del compuesto 20, la diferencia en desplaza-
miento quimico para C-21 (aé 1,3 ppm) era mayor que en el ca-
so de los compuestos 17, 18 y 19.

Tal como se explicd en el caso de los ésteres etflicos
correspondientes, las diferencias en desplazamiento quimico
observadas son asignables a interacciones estéricag en el con=-
férmero favorecido en solucién para cada epimero.

En este caso se utilizd como compuesto modelo el 3p,20-
-dihidroxi-20-metil-pregn-5-eno (46) y se propusieron, para
ambos epimeros, las mismas conformaciones que en ei caso de
los ésteres etflicos correspondientes (figura 35).

67 realizaron espectros de RMN-1H, en piri-

Kirk et al.
dina, de 20-hidroxi-pregnanos y demostraron que estos produc-
tos forman complejos lineales, por unién puente de hidrégeno
entre el hidrdgeno del hidroxilo de C-20 y la piridina,

En el caso de RMN-130, la formacidén de estos complejos
produce desplazamientos hacia campos m&s bajos de aquellos

carbonos vecinos al C-20, en comparacidén con los valores que
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se obtienen cuando se utiliza cloroformo como solvente. Los
4cidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanoicos (17, 18 y 19) presen-
tan, ademds, un complejamiento adicional de la piridina con el
grupo carboxilo de C-24, Estos dos efectos contribuyen a los
desplazamientos a campos mds bajos de los carbonos 13, 14, 18,
21 y 22. En el caso del 4cido 20, la presencia del grupo hi=-
droxilo de C-14 hace mds diffcil una prediccidén al respecto.

Cis Ci8
H | H
C c
g Cig 3 16
R= CH,COOH
R C24 Cay
Hiq Hyq

epimero 20R epfmero 20S

Figura 35: Proyecciones del enlace C=17/C-20 de los con=-
férmeros favorecidos en solucidn para los epi-
meros 20R y 20S de los 4cidos 20(R,S)-hidroxi=-

-23%-norcolanoicos,

3. Esteres etf{licos de los 4cidos 23-norcol=-20(22)(E)=énicos

Tal como se describid anteriormente, los ésteres et{li-
cos de los &cidos 23-norcol-20(22)(E)=-énicos (familia de com=-

puestos 26, 34, 35 y 38; figura 21) fueron obtenidos por des-




hidratacién, con oxicloruro de fésforo en piridina, de los co-
rrespondientes ésteres etflicos de los 4cidos 20(R,S)-hidroxi-
-23-norcolanoicos (familia de compuestos 25, 32 y 37; figura
19), con excepcién del compuesto 35 que se obtuvo por hidré-
lisis del grupo protector de C-3 del compuesto 34.

A semejanza con lo establecido en la serie de los ésteres
et{licos de los dcidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanocicos, los
compuestos 26, 34, 35 y 38 presentan valores de desplazamien=-
to quimico similares para los carbonos del anillo D, de la ca=-
dena lateral y para el grupo metilo de C-18.,

En estos compuestos se observa un desplazamiento hacia
campos mds altos de la sefial del grupo metilo de C-18 (del
orden de 0,4 a 0,7 ppm) cuando se los compara con los compues-
tos 20(R,S)-hidroxilados correspondientes, Ello puede atribu=-
{rse a que, independientemente del doble enlace de la cadena
lateral, estos compuestos ya no poseen el hidroxilo de C=20,
el que interactuaba con el grupo metilo de C-18 produciendo
un desplazamiento de su sefial hacia campos mds bajos,

El C-21 de estos ésteres etflicos de dcidos insaturados
es uno de los carbonos mds afectados por la introduccidn del
doble enlace, presentando un desplazamiento hacia campos més
altos de aproximadamente 6,1 a2 6,3 ppm en comparacidén con su

valor de resonancia en los compuestos 20-hidroxilados.

4. Acidos 23-norcol=20(22)(E)=énicos
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Por hidrdlisis de los ésteres etflicos de los 4cidos 23-
-norcol=-20(22)(E)-énicos (26, 35 y 38) se obtuvieron los com-
puestos 21, 22 y 23 (figura 22).

Estos productos presentan las mismas caracterfsticas que
sus correspondientes ésteres etflicos cuando se los compara

con los compuestos 20(R,S)-hidroxilados respectivos.

5. Compuestos 14P-hidroxilados

La familia de compuestos 39, 40, 41, 42, 43 y 45 (figura
30) se caracterizan por poseer la configuracién cis entre los
anillos A/B y C/D, con un hidroxilo en C-14 con orientacidn J,

Comparando los valores de desplazamiento quimico del C-20
en los 20-ceto-pregnanos 36 y 39, los cuales se diferencian
Unicamente en que 39 posee el hidroxilo 14, se observa un
desplazamiento de la sefial del citado carbono hacia campos méds
bajos, del orden de 8,63 ppm en el compuesto 39 (§ C-20: 217,4
ppm). Esta diferencia se debe a la presencia del hidroxilo
14, ya que la disposicidn espacial del mismo v del grupo car=-
bonilo de C-20 permite la formacidén de un puente de hidrégeno
entre ambos. Este puente de hidrdgeno también aparece en el
compuesto 42 (§ C-20: 216,9 ppm). En este caso podrfa haber
competencia entre la formacidn de este puente de hidrdgeno con
otro similar que se establezca entre el hidroxilo de C=21 y el
grupo carbonilo de C-20,

Por otra parte, el puente de hidrdgeno formado entre el
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hidroxilo 14ﬁ y el carbonilo de C-20 no se produce en el com-
puesto 45, posiblemente debido a la presencia del grupo sulfo=-
nato, el cual obliga a la cadena lateral a adoptar una orien-

tacidn que aleja al grupo carbonilo de C-20 del hidroxilo 14p.



compuestos 30, 31 y 36.

Tabla 2: Valores de desplazamiento gquimico de 3¢ de 1os
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carbono 30 31 36
1 36,30 36,30 30,43
2 31,07 31,03 24,84
3 109,40 109,34 70,31
4 41,77 41'71 30’59
5 140,01 139,98 5,11
6 121,92 121,73 (26,00)
7 31,45 31,62 (26,26)
8 31,65 31,85 35,48
9 49,67 49,54 39,70
10 36,65 36,61 34,74
11 20,85 21,05 20,94
12 39,40 38,81 39,06
13 ' 41,77 43,94 44,12
14 56,56 56,85 56,55
15 23,85 24,47 24,26
16 23,01 22,83 22,73
17 63,16 63,60 63,61
18 12,89 13,21 13,29
19 18,89 18,86 23,63
20 111,80 209, 14 208,80
21 24,54 31,62 31,31
CH,Q

Ld € e s

CH,Q

| < ¢ (c-20) 65,09

CH,0

CH5C00 170,15
CH,CO0 21,31
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Tabla 3: Valores de desplazamiento quimico de 130 del compuesto
modelo 47 y de los ésteres et{licos de los dcidos 20
(R,S)=-hidroxi-23-norcolanoicos.

carbono 47 25 25(20R) 25(208)
1 36,95 36,97 36,99 36,97
2 27,74 27,75 3; gg $g,gi
3 73,87 73,85 .

2 38,07 38,09 38,10 38,07
5 139,50 139,53 139,56 139,50
6 122,30 122,32 122,28 122,30
7 31,73 31,75 31,76 31,71
8 31,28 31,33 31,34 31,31
9 49,92 49,93 49,98 49,88
10 36,56 35,58 36,61 36,55
11 20,86 20,89 20.85 20,89
. 8 Ew 48 o6
13 42 :
ks 42.76 (20S ’
14 56,72 gg.gg ggg 56,72 56,79
15 23,81 23,80 23,81 23,79
16 2310 23,10 Ezoag 2313 22172
22,74 (208 '
17 60,15 60,46 60,43 60,45
| 13,42 (20S
19 19,30 19,32 19,28 19,27
20 13,317 73,59 (20R 73,62 73,26
73,27 (208

21 (30,95) 26,96 (20R 26,92 26,80
22 (30,05) Eg'?i 308 45,94 46,13

, e 203; 172.86 1?2'80
24 172,85
CH,CO0 170,26 170,21 170,17 170, 21

%h3coo hiap E;'EZ 20S 59’37 59724
02CH,.C

25 59,06 izon g :
C0 ,CH,,CH5 14,22 14,22 14,20
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Tabla 3: continuacidn.
carbono 32 32(20rR) 32(20s) 33
1 36,29 36,29 36,25 35,62
2 31,06 31,07 31,08 33,87
3 109,32 109,30 109,22 199,00
4 41,76 41,76 41,78 123,55
: 139,99 140,00 139,98 171,06
6 121,89 121,90 121,84 32,82
7 31,34 31,34 31,34 31,85
8 31,60 31,60 31,58 34,93
9 49,56 49,55 49,54 53,63
10 36,60 36,60 36,58 38,50
11 20,89 20,89 20,90 20,85
12 40,07 40,08 40,10 39,88
13 42,77 42,78 42,77 42,77
14 56,84 56,84 56,80 55,95
15 23,80 23,81 23,79 23,65
16 23,06 Eeon; 23,06 22,72 22,97 Ezon
22,73 (208 22,60 (20s
17 60,47 60,47 60,46 60,41
18 13,73 {20Rg 15,73 13,42 13,73 E20R;
3,42 (208 13,43 (20S
19 18,86 18,85 18,87 1733
20 ;g,g; Eggg; 73,64 73,30 73,07
’
21 26,81 26,80 26,85 26,81
22 46,10 2205; 45,89 46,10 46,05 szosg
45,88 (20R 45,78 (20R
24 172,91 172,90 172,91 172,75
P%  4E oG s
gHz ’ L
CO,CH,CHs 59,21 203; 59,05 59,20 59,06
59,05 (20R
C0.,CH,CH 14,21 14,20 14,19 14,17

272="3
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Tabla 3: continuacién.
carbono 37 37(20R)  37(20s) 40
1 30,61 30,61 30,60 30,56
2 24,98 24,99 24,98 25,07
3 70,62 70,62 70,62 70,54
4 30,70 30,71 30,69 30,56
5 37,29 37,29 37,30 37,03
6 (26,02) (26,03) (26,02) 26,55
7 (26,46) (26,46) (26,44) 21,49
8 35,02 35,02 34,98 42,34
9 39,83 39,82 39,80 35,20
10 34,83 34,83 34,80 35,20
1 20,92 20,91 20,90 20,56
12 40,51 40,51 40,49 39,62
1> ﬁg.%g ggg; 43,25 43,10 45,38
’
14 gg,gg Eggg; 56,59 56,69 84,13
]
15 23,73 23,73 23,70 31,81
16 23,12 égg&; 23,15 22,17 23,81
' 22,7 S
17 60,43 60,43 60,44 60,74
18 ;g,gg Eggg; 13,87 13,58 18,07
]
19 23,81 23,81 23,80 23,81
20 gg,gg Eggg; 73,61 73,23 73,60
’
21 26,96 Ezong 26,97 26,76 27,03 izoRg
26,76 (208 26,55 (20s
22 ig.;g sgggg 45,83 46,16 48,73
?
24 172,97 172,96 172,95 173,44
CH3C00 170,39 170,40 170,41 170,49
CH4C00 21,47 21,47 21,49 21,49
CO,CH,CH, gg,?? ggg; 59,17 59,39 58,79
?
CO,CH,CHy 14,22 14,22 14,22 14,18
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Tabla 4: Valores de desplazamiento quimico de 130 del compuesto mo=-
delo 46 y de los dcidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanoicos.

carbono 46 17 17(20s)
1 37,87 37,78 37575
2 32,64 32,51 32,50
3 71,26 .17 T
4 43,49 43,37 43,35
5 141,90 141,72 141,71
6 121,10 121,03 121,00
7 32,25 32,09 32,02
8 51595 31,62 31,57
9 50,56 50,41 50,35
10 36,96 36,87 36,81
11 21,37 21,25 21,25
12 40,59 40,38 40,35
13 43,07 43,10 EzOR; 43,00
43,00 (20s -
14 57,24 57,02 57,09
15 24,32 24,18 24,13
% 23,63 23,33 izoag 23,12
23,12 (20S
17 60,89 59,15 59,20
18 13,79 14,00 203; 13,73
13,81 (20S
19 19,67 19,60 19,52
20 72,05 73433 izoa; 73: 1
- 73,17 (208
21 (31,75) 28,07 Ezon 27,59
27,62 (20s
g o). R B [z a
24 173,36 (208) 175,50
175,39 (20R




-132=
Tabla 4: continuacidn,
carbono 18 19 20
1 35,78 30,57 30,36
2 34,26 26,56 27,29
3 198,00 66,08 66,03
4 123,80 34,41 34,19
5 170,50 37,05 36,89
6 32,78 28,62 28,71
7 32,11 27,25 22,16
8 34,93 35,31 39,82
9 53,80 40,00 35,61
10 38,57 35,41 35,61
11 21,04 21,33 22,16
12 40,19 40,87 39,82
13 43,10 iEOR; 4557 {2033 43,47
43,00 (208 43,42 (208
14 56,17 203; 56,91 205; 84,24
56,08 (20R 56,82 (20R
15 23,98 24,24 31,92
16 - 23,22 fzon 23,49 izon 23,96
23,02 (208 23,23 (20s
17 58,90 59,16 61,84
18 14,02 izon 14,28 Ezoa; 19,52
13,83 (20s 14,07 (20s
19 17,09 24,24 24,50
20 73,19 Ezoa 73,40 (20R 72,82
73,02 (208 73,19 (20s
21 27,99 §20R 28,16 Ezoa 28,61 203;
27,56 (20s 27,70 (20s 27,28 (20s
22 47,88 szos 48,33 2o§2 48,32
46,70 (20R 46,90 (20R)
24 175,44 ﬁzos 175,76 205; 175,26
175,29 (20R 175,45 20R
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Tabla 5: Valores de desplazamiento qufmico de 3¢ de 1o0s ésteres

etflicos de los 4cidos 23-norcol-20(22)(E)-énicos

carbono 26 34 35 38
1 36,99. 36,35 35,62 30,63
2 27,75 31,09 33,85 25,03
3 73,81 109,27 199,37 70,61
4 38,09 41,79 123,65 30,77
5 139,56 140,08 171,16 37,36
6 122,21 121,76 32,77 26,14
7 32,14 31,66 31,82 26,45
8 31,72 32,20 35,78 35,96
9 50,09 49,78 53,75 40,10
10 36,62 36,67 38,31 34,94
1" 21,01 21,07 20,97 21,08
12 38,47 38,57 38,57 38,94
13 44,47 44,48 44,38 44,84
14 56,53 56,60 55,68 56,48
15 24,94 24,98 24,82 25,03
16 - 24,30 24,37 24,13 24,26
17 60,33 60,33 60,12 60,52
18 12,96 13,02 13,02 13,18
19 19,34 18,93 17,33 23,83
20 159,70 159,71 159,33 159,80
21 20,65 20,71 20,61 20,71
22 115,91 115,91 116,07 115,91
24 166,80 166,70 166,70 166,77
CH3900 170,29 170,44
CH4C00 21,39 21,50
CO,CH,CHy 59,38 59,35 59,43 59,38
CO,CH,CE4 14,35 14,44 14,33 14,39
?H2°b 64,39
CH,,0 64,18
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Tabla 6: Valores de desplazamiento qufmico de 130 de los
4dcidos 23-norcol-20(22)(E)-énicos

carbono 21 22 23
1 37,77 35,77 30,19
2 32,55 34,33 26,73
3 71,17 197,97 65,60
4 43,40 123,95 34,00
5 141,83 170,16 36,63
6 120,88 32,74 28,24
{ 32,35 32,07 26,14
8 32,03 35,77 35,04
9 50,48 53,92 39,73
10 36,88 38,52 35,73
1" 21,32 21,16 20,35
12 38,66 38,64 38,73
13 44,47 44,45 44,46
14 56,54 55,67 55,97
15 25,14 25,11 24,82
16 24,49 24,32 24,03
¢ A 60,33 60,20 60,12
18 12,99 13,10 12,84
19 19,56 17,15 23,77
20 158,16 157,83 157,80
21 20,71 20,68 20,94
22 117,92 118,07 117,45
24 169,17 169,10 168,71
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Tabla 7: Valores de desplazamiento quimico de los compuestos

carbono 41 43 42 45 39
1 30,39 30,48 30,48 30,48 30,56
2 24,97 25,02 25,03 25,03 25,10
3 70,31 70,46 70,35 70,30 70,45
4 30,39 30,48 30,48 30,48 30,56
5 36,717 36,85 36,88 36,86 36,97
6 26,32 26,28 26,35 26,34 26,40
7 21,16 21,33 21,45 21,44 21,48
8 41,60 40,02 40,05 39,12 39,97
9 35,54 35,28 35,15 35515 35,18
10 35,12 35,18 %5415 35,15 35,18
11 21,16 20,79 20,84 20,82 20,88
12 39,82 38,30 39,11 39,12 39,25
13 49,62 48,71 49,74 50,11 49,27
14 85,12 86,97 84,82 84,93 ‘84,80
15 32,97 35,33 33,93 33,88 33,96
16 . 26,86 24,42 24,88 24,71 24,94
17 50,87 56,99 57,82 57,45 62,36
18 15,75 15,01 15,27 15,37 15,36
19 23,63 23,69 23,74 25,12 23,79
20 174,84 180,32 216,91 209,92 217,43
21 73,47 70,07 72,58 33,29
22 117,26

23 174,42

CH5C00 170,42 170,59 170,39 170,39 170,43
CH4C00 21,42 21,47 21,45 21,44 21,48
CH50,8 40,10
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1. Inoculacidn de los dcidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcolanoicos-

-24-14¢ y 23-norcol-20(22)(E)-énicos-24-14c en plantas Di-

gitalis purpurea

Con el propdsito de establecer la secuencia natural de
uno de los uUltimos pasos del camino biosintético de los car-
dendlidos, es decir, el conducente a la formacidén del anillo
lactdénico de los mismos, se administraron las dos series de
compuestos sintetizados (4cidos 20(R,S)-hidroxi-23-norcola-
noicoa-24-14c y 23-norc01-20(22)(E)-énicos—24-140) a plantas

Digitalis purpurea de 5 meses de desarrollo.

Los compuestos radiactivos, disueltos en un solvente ade=-
cuado, se aplicaron sobre la superficie de las hojas de una
planta entera, con ayuda de un tubo capilar. Las hojas fue=-
ron previamente desengrasadas con acetato de etilo.para fa=-
vorecer la absorcién del producto administrado y luego de la
inoculacién del mismo, se pulverizaron con una solucidén de a-
ceite de silicona 10% en éter de petrdleo.

Todas las experiencias tuvieron una duracién de 14 dfas,
al cabo de los cuales se sacd la planta de tierra y se corta-
ron sus hojas y sus rafces, La superficie de las hojas se la-
vé con una mezcla de cloruro de metileno:etanol (70:30), se
llevé a volumen y se tomé una alfcuota para determinar la ra=-
diactividad no absorbida por la planta,

El material vegetal se molidé en un mortero con ayuda de
arena lavada y se sometié a sucesivas extracciones con etanol

70%, a reflujo. Los extractos etandlico-acuosos se concentraron
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Y luego de evaporar el etanol, la fase acuosa se extrajo con
cloruro de metileno, Se tomé una alfcuota del extracto de clo-
ruro de metileno, que contenfa los cardendlidos, y se determi-
né su radiactividad. Por otra parte, se midié también la ra-
diactividad de la fase acuosa extrafda, la cual presentd en
todos los ensayos un valor despreciable. En todos los casos,
el porcentaje de radiactividad recuperada (la no absorbida

mds la metabolizada por la planta) fue superior al 92% de la
radiactividad administrada.

La dilucién de cada uno de los glicdsidos cardendlidos,
por el afiadido de 2 mg de los patrones auténticos al extracto
de cloruro de metileno, facilitd su separacidn por CCD pre=-
parativa (sistema 4). Posteriormente, se agregé a cada una de
las fracciones aisladas 10-15 mg de los patrones puros y se
purificé cada glicdsido por sucesivas recristalizaciones hasta
un valor de actividad especifica constante.

-En las tablas 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se presentan los
resultados correspondientes a la inoculacidén de cada uno de los
4cidos sintetizados; y en la tabla 15 se resumen los valores
de incorporacién absoluta (IA) en cada uno de los tres glicéd-

sidos cardendlidos de los productos administrados.
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Tabla 8: Resultados de la inoculacidén del 4cido 3/5,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol-5-énico-
-24=40 (17-14¢).

Actividad especffica de 17-'%C: 2,60 x 10° dpm/mmol

Cantidad de producto administrado: 1,8 mg

Actividad total administrada: 1,22 x 10’ dpm

Actividad no absorbida: 0,96 x 10'7 dpm (equivalente a un 78,7% de la actividad administrada)
Actividad en el extracto de cloruro de metileno: 0,21 x 107 dpm

antes de recristalizar luego de recristalizar hasta valor constante

Glicésido | cant. actividad | actividad cant. actividad | actividad | actividad IA
| total (1) | especifica total espec{ifica | total (2) 533

(mg) (dpm) (dpm/mg) (mg) (dpm) (dpm/mg) (dpm) %

0,60 x 10* 0,13 x 10* 1,63 x 10* 0,6
0,31 x 10* 0,61 x 10* 0,61 x 10* 0,2
0,11 x 10* 0,04 x 10* 0,50 x 10* 0,2

Digitoxina| 12,8 2,13 x 10* 0,17 x 10*
Gitoxina | 11,8 0,61 x 10* 0,05 x 10*
Digoxina | 12,4 10,06 x 10* 0,81 x 104

n o
-
(oA T\ RN |

(1) correspondiente a la fraccién aislada por purificacién del extracto por CCD (sistema 4),.

(2) actividad total corregida en funcidén del % de actividad retenida luego de recristalizar
hasta valor constante,

(3) calculada en base a la radiactividad absorbida por la planta.

-6¢l -
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2. Discusidn de los resultados obtenidos

La incorporacidén de precursores en compuestos sintetiza=-
dos por plantas depende de varios factores. En primer término
el tipo de vegetal y la forma de desarrollo que ha tenido (hi=-
dropdnico, en tierra, etec.), luego el modo de administracidn
del precursor, el sitio del vegetal donde s; lo aplique, la
edad y condicién de la planta, la estacidn del afio y otros

factores ambientales. En el caso de plantas del género Digi-

talis, se ha observado que dentro de una misma especie, por

ejemplo Digitalis purpurea, la proporcidn de glicdsidos que

contiene depende del origen de la planta; as{, por ejemplo,
para estudios similares al que nos ocupa, diversos autores en
otras latitudes utilizaron plantas Digitalis con un alto con-
tenido en digitoxina y un bajo contenido en los otros dos gli-
cédsidos, hecho que no se presenta en los ejemplares utilizados
en este trabajo.

Todos estos elementos contribuyen a que la comparacidn de
datos obtenidos en condiciones no similares, como son las del
presente trabajo y las realizadas por otros autores en otros
paises, pueda conducir a conclusiones no estrictamente vale-
deras,

En la tabla 15 se han presentado los resultados de incor-
poracién absoluta (IA) en cada uno de lcs tres glicdsidos de
las dos series de compuestos administrados.

Los valores de incorporacidn absoluta obtenidos para los

dcidos Sﬁ,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol—5-énico—24-140 (11-140),




-148-

3-ceto-2O(R,S)-hidroxi-23-norcol-4-énico-24-140 (1§-14C) y 3P,
20(R,S)=-dihidroxi=-23-nor-5A-colénico (12-140), que poseen un
hidroxilo en C=20, son inferiores a los valores de incorpora-
cién en cardenélidos de compuestos tipo 20-ceto-pregnano, los
cuales, segin los datos registrados en la literatura, varfan
entre 1,5 y 2,5%.

Ademds de considerar el hecho-ya sefialado de la dudosa
importancia que en este tipo de experimentos puede tener la
comparacidén de datos obtenidos en otros laboratorios, los re-
lativamente bajos valores de incofporaci6n encontrados para los
4dcidos 17, 18 y 19 podrfan ser explicados teniendo en cuenta
que estos dcidos fueron administrados como mezclas de los epi-
meros 20R y 20S, y como los procesos biosintéticos ocurren es-
terecespecificamente, s6lo uno de los epimeros de la mezcla se-
r4 utilizado en la construccién del anillo lacténico. Este
factor contribuye a disminuf{r el valor de incorporacién de ca-
da una de estas mezclas en los cardendlidos.

Si comparamos los valores de incorporacidén de los dcidos
11-140, 1§-14C y 12-140 con los correspondientes a los 4cidos
oc,/5 no saturados respectivos, es decir ﬁ—”c, 33-140 y g;-“'c,
se observa que éstos dltimos son mds altos, particularmente pa=-
ra el 4cido Q-MC. Los 4cidos oc,ﬂ no saturados poseen una ca=-
dena lateral con una estereoquimica definida, por lo que en €s-
tos casos no se presenta el problema existente en los derivados
20(R,S)-hidroxilados, donde sélo uno de los epfmeros podria ser
utilizado. Este hecho puede ser el responsable del ligero au-

mento en incorporacidén de los dcidos 22 y 23, respecto de 18
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y 13.

Con respecto al 4cido 3j3-hidroxi-23-norcol-5,20(22)(E)-
diénico-24-"4¢c (21-140), sus valores de incorporacién en los
tres glicdsidos cardendlidos son muy superiores a los de los
4cidos 20(R,S)-hidroxilados (11-140, 1§-14c y 12-140), y tam-
bién respecto de los 4cidos &,/ no saturados gg-14c y‘gé-140,
lo que implica que es un mejor precursor de los cardendlidos,

Considerados en conjunto, los datos de incorporacidén de
los 4cidos 20(R,S)-hidroxilados (17, 18 y 19) y sus correspon=-
dientes productos de deshidratacién (21, 22 y 23) pueden con=-
siderarse significativos, indicando la existencia de una ruta
biosintética hacia los cardendlidos, que involucra interme=
diarios de tipo &cidos 23~-norcolénicos.

Segin el camino biosintético postulado en base a los re-
sultados de los ensayos realizados, fundamentalmente por Caspi
y Tschesche, (ruta v-z en la figura 36), la saturacidén del do-
ble enlace de C=5 de pregnenolona (precursor de cardendlidos)
debfa pasar por un intermediario 3-ceto-£& para llegar a la
estructura 33-hidroxi-58-H (anillos A y B en cis) de un carde-
nélido., Por lo tanto, si los &cidos administradvs se incorpo-
raran en cardendlidos en ese orden de modificacidén del siste-
ma de anillos A y B, eran de esperar valores de incorporacidn
méds altos para los &cidos 12-140 y 22-140 que para 1§-14C y
22-140 respectivamente, los que a su vez devberian ser mejores
precursores que los 4cidos 11-140 y 21-140.

Los resultados obtenidos por nosotros no condicen con la

secuencia propuesta por los autores indicados. Esta alteracidn
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en el orden deberfa ser atribufda al diferente tipo de cadena
lateral que tienen nuestros compuestos comparados con los 20=-
ceto-pregnanos antes ensayados.

Por lo anterior es dable suponer que cuando la cadena la=-
teral presernta todos los carbonos necesarios para la formacidn
del anillo lactdnico, el camino biosintético de los cardendli=-
dos es distinto al postulado para el caso de precursores tipo
20=-ceto-pregnano.

Con respecto a las dos cadenas laterales probadas, la co=-
rrespondiente al écido:x,ﬂ no saturado es md&s efectiva y con
respecto a la estructura del esqueleto esteroidal, la planta
aparentemente puede utilizar en mayor magnitud aquélla corres-
pondiente a pregnenolona., Por consiguiente, es posible postular
una ruta alternativa para la biosintesis de los glicédsidos car=-
denélidos, tal como se indica en la figura 36.

Como los valores de incorporacidén de los 4cidos 22-14C y

14 140'

23=""C son mucho mds bajos que en el caso de 21~
ta introducirfa primero el hidroxilo en C-14 con orientacidn
ﬁ, saturarfa luego el doble enlace de C-5 o en otra posiciédn,
e introducirfa el hidroxilo de C-21 para la formacidn del a-
nillo lactdénico.

Estos resultados estarfan indicando que la hidroxilacidén
en C-14 con orientacién/B, resultarfa mds efectiva cuando la
molécula presenta la insaturacidén entre los carbonos 5 y 6
para propiciar hipotéticamente, por migracién del doble enla-

ce no conjugado, una reaccién de hidroxilacidn alflica en el

0-140
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Es interesante destacar que en la biosintesis de bufadie-
nélidos de origen animal, el colesterol, gue posee un sistema
tetracfclico idéntico al de los compuestos 17 y 21 es mejor
precursor que el coprostanol, cuyo sistema tetraciclico es se=-
mejante al de los compuestos 19 y 23 68.

Adn teniendo en cuenta las diferencias existentes entre
los tipos de productos cardioactivos estudiados y entre los or-
ganismos en los que se estudian sus respectivos procesos bio-
sintéticos (cardendlidos en vegetales por una parte y bufadie-
ndélidos en animales por la otra) resulta sugestiva la simili-
tud de resultados, considerando que ambos tipos de productos
naturales contienen funciones oxigenadas en C-14 con orienta-
ciénﬂ .

Los valores de incorporacidn en los cardendlidos de los
compuestos 1§—14C, 12-140, 23-140 y 22-140, todos inferiores
al 1%, hacen suponer que si la planta dispone de ellos, los u=-
tiliza en la biosintesis de los cardendlidos por algin camino
alternativo (rutas a, b, g, i - a, b, f, h - a, ¢, e, h), dis=
tinto del camino utilizado por los compuestos 11-140 y 21-140.

Por otra parte, el valor de incorporacién del 4cido 3ﬂ,
14p,20(R,S)-trihidroxi-z3-nor-§p-colénico-24-14C (29-140) en
digitoxina (1%) indica que, ain para la mezcla epimérica
20(R+S), este compuesto es mejor precursor de cardendlidos
que los dcidos 11-140. 1§-14C, 12-140, 22-140 y 22-140, pero
su cadena lateral no es tan efectiva como la del &cido 21-140,
aunque de un valor comparable, ya que el proceso biolégico

debe utilizar uno de los epimeros. Por lo tanto, la formacidn
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in vivo del compuesto 20 se produciria por el camino a, b, g
(figura 3%6), encontrdndose en la ruta aparentemente menos di-
recta al cardendlido.

Serfa de esperar gue ensayos similares con los &cidos 36.
14-dihidroxi-23-nor-53-col-20(22)(E)-énico y 3ﬂ,14ﬁ-dihidro-
xi-23-norcola-5,20(22)(E)-diénico, indicados en la figura 36
con recuadro punteado, podrfan llegar a establecer la ruta mis
eficiente para estos compuestos gque contienen todos los carbo=-
nos necesarios para formar los cardendlidos. Las secuencias
sintéticas para sus respectivas preparaciones se vieron difi-
cultadas por la presencia del hidroxilo terciario ubicado en
posicidén 14, el gque resulta extremadamente 1dbil en las con-
diciones utilizadas para la obtencidn de los productos lista-
dos en la tabla 15,

Tal como se menciond anteriormente, la introduccidn del
hidroxilo 1%& para la formacidén de digoxina (4) puede ocurrir
en la etapa de 21C (pregnano) o en la de 23C (cardendlido). El
valor de incorporacidén del &cido 29-140 en digoxina (5%) indi-
carfa que este compuesto es un precursor eficiente de este gli-
césido, ya que la planta podrfa alternativamente deshidratar
la cadena lateral, introducir el hidroxilo 12ﬂ,y posteriormen-
te el de C-21, o hidroxilar primero C-=12 con orientacidn/? y
luego completar la sintesis del anillo lacténico. La transfor-
macidén de digitoxina (2) en digoxina (4) también puede contri-
bufr a incrementar este excelente dato de incorporacidén.

Los valores de incorporacidén registrados en la tabla 15

sefialan que la formacidén del glicdsido gitoxina (3) seguirfa
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un camino semejante al planteado para digoxina (4). En este
caso, la hidroxilacidn en C-16 deberfa producirse en la eta-
pa del intermediario con cadena lateral abierta, o sea, antes
que la hidroxilacidn en C-21, Para las experiencias con los
precursores conteniendo un hidroxilo en C-20, los valores re=-
gistrados, levemente menores para gitoxina (2) gue para digi-
toxina (2), son concordantes con el hecho de que el glicdsi-
do mds hidroxilado necesita de un paso mds de hidroxilacidn
(en C-16),

Los resultados con los precursores insaturados nc confir-
man esa simple suposicidn, ya que resultarcen prdcticamente i-
guales para ambos glicdsidos,

En consecuencia, nuestros resultados estarfan indicando
la existencia de una ruta alternativa para la formacidén del
anillo butendlido en la bios{ntesis de cardendlidos.

En la "ruta de los pregnanos" propiciada por otros auto-
res, la secuencia de modificaciones en el sistema anular seria
distinta a la encontrada para la "ruta de los dcidos norcold-
nicos", aunque como ya se indicd, resulta arriesgado para es=-
te tipo de investigaciones en organismos vivientes, comparar
resultados no llevados a cabo en paralelo y en idénticas con-
diciones, para llegar a establecer conclusiones definitivas.

Por otra parte, los tejidos vegetales se caracterizan por
no mostrar especificidad en cuanto a sus sistemas enzimdticos
y en muchas y variadas oportunidades han demostrado capacidad
para biosintetizar productos naturales utilizando precursores

que se le administran, aunque éstos no sean los gque realmente



utiliza cuando nc los tiene a su disposicidn,

En conclusidn, y adn teniendo en consideracidn todas lz-
posibilidades de variabilidad antes planteadas, gue son tar::
aplicables para éstas como para otras experiencias biosinté-
ticas, nuestros resultados nos llevan a proponer la existen=-
cia de una ruta alternativa, diferente a la "de los pregnanos",
para la transformacién in vivo de pregnenolona en cardendlidos,
fundamentalmente en lo concerniente a la construccién del ani=-

1lo butendlido.



Figura 36: Caminos hipotéticos de biosintesis de los glicd-
sidos digitoxina, gitoxina y digoxina en la plan=-

ta Digitalis purpurea.

(con recuadro de trazo grueso se indican los compuestos uti-
lizados en este trabajo. Con recuadro punteado se indican

probables intermediarios no probados experimentalmente, Con
flechas punteadas estd indicada la "ruta de los pregnanos",

propuesta por otros autores).
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3. Degradacidn de digitoxina-14c (2-140)

Por otra parte, comc los compuestos administrados presen=-
taban marcacidn radiactiva en el C-24, la misma debia hallarse
localizada en el =23 del anillo lactdnico de los cardendlidos,
siempre y cuando no se produjera algin tipo de degradacidn de
los productos inoculados, gue condujera a una dispersidén de la
marca en la moclécula de los glicdsidos cardendlidos,

Con el objeto de comprobar que la radiactividad se halla-
ba localizada en el anillo lactdnico de los cardendlidos, se
llevé a cabo la degradacidn de la digitoxina proveniente de uno
de los ensayos de incculacidn de los compuestos sintetizados,
segin la secuencia degradativa descripta en la pdgina 101 (fi-
gura 18).

Del andlisis de los valores de radiactividad de las dis-
tintas fracciones obtenidas (tabla 16), se concluye que no se
produjo una distribucién de la marca, sino que la misma se en-
cuentra localizada en su totalidad en el dcido gliedlico (ig-

-140), formado por los carbonos 22 y 23 del anillo butendlido.
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Generalidades

Los puntos de fusidén fueron determinados en un aparato
de Fisher-Johns y no han sido corregidos.

Los espectros de absorcidn en el infrarrojo (IR) se rea-
lizaron en dispersidén en Nujol con un espectrofotdmetro Perkin-
Elmer modelo 421 o con un espectrofotémetro Perkin-Elmer modelo
710 B.

Las mediciones de absorcidn en el ultravioleta (UV) se
realizaron en solucién de metanol con un espectrofotdmetro
Beckman DK-2A,

‘Los espectros de resonancia magnética nuclear de 1H
(RMN-1H) se realizaron a 60 MHz con un espectrdmetro Varian
A-60 y a 100 MHz con un espectrdémetro Varian XL-100-15. Los
solventes deuterados utilizados se indican en cada caso, en
todas las determinaciones se utilizd tetrametilsilano (TMS)
como referencia interna. Los espectros de resonancia magnética
nuclear de 'oC (RMN-13C) se realizaron a 25,2 MHz con un es-
pectrémetro Varian XL-100-15, trabajando con transformada de
Fourier, con una computadora 620/L-100 y una unidad de discos
magnéticos Sykes 7000,

Los desplazamientos gufmicos se expresan en & (ppm) y
las constantes de acoplamiento (J) en Hz; las sefiales se in-
dican en cada caso como s: singulete, ¢d: doblete, t: triple-

te, c: cuarteto, m: multiplete, o ba: banda ancha.
Los espectros de masa (EM) se realizaron a 70 eV en un

espectrémetro de masa Varian-MAT CH-7A, comandado por una
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computadora Varian-MAT Data System 166, con unidades de sali-
da TRC Tektronix 4010 e impresora Tektronix 4631 o en un es=-
pectrémetro Hewlett-Packard 5995, comandado por una computa-
dora Hewlett-Packard 9825. En todos los casos los espectros
se determinaron por introduccién directa de la muestra en la
fuente de iones,

Las mediciones de radiactividad se realizaron en un es-
pectrémetro de centelleo lfquido Packard Tri-Carb 3003, o en
un Tracor Analytic Mark III. Las muestras se disolvieron en
una mezcla de 1 ml de agua y 14 ml de una solucidn centella=-
dora de dioxano que contenfa 100 g de naftaleno, 7,0 g de 2,5-
-difenil-oxazol (PP0) y 300 mg de 1,4-bis-2-(4-metil-5-fenil=-
oxazolil)-benceno (dimetil-POPOP) por cada 100 ml,

Las cromatograffas gas-lfquido (CGL) fueron realizadas
en un cromatégrafo gaseoso Hewlett-Packard 5830 A con detec=-
tor de ionizacién de llama, equipado con columnas de vidrio de
1,80 m de longitud y 2 mm de didmetro interno, que contenian
como fase fija OV-17 3% sobre Chromosorb W-AW-DMCS (80-100).

Las cromatograffas lfquidas de alta resolucidén (CLAR) se
realizaron en un cromatogrifo liqgido Micromeritics modelo 750
con un detector de f{ndice de refraccidn modelo 771 y equipado
con una columna de fase inversa Altex Ultrasphere ODS 5 Jum
(250 mm x 10 mm, d.i.). Los sistemas de solventes utilizados
fueron metanol:agua (90:10) y metanol, a una velocidad de flu-
jo de 3 ml/min,

Las cromatograffas en capa delgada (CCD) se realizaron

utilizando como fase fija sflicagel-G (Merck) y como revela=-
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dores vapores de iodo, dcido sulfirico 50% en agua o la ob-
servacidn de la coloracidén a la luz ultravioleta de 254 nm,
en las cromatograffas analfticas. En las cromatograffas pre-
parativas (espesor 1 mm) se empled sflicagel F 254.

Los sistemas de desarrollo utilizados fueron: 1) cloru-
ro de metileno:metanol (95:5); 2) cloruro de metileno:aceto-
na (65:35); 3) tolueno:acetato de etilo (70:30); 4) cloruro
de metileno:metanol:agua (90:10:0,25); 5) cloruro de metile-
no:metanol (90:10) y 6) clorurc de metileno:metanol (93:7).

Las cromatograffas en columna se realizaron utilizando
como adsorbente sf{licagel Davison (malla 100-200), alvmina
Woelm (neutra) o sflicagel H Merck (malla 10-40), utilizando
presidn de aire,

la progesterona-(1, 2, 6, 7-3H) y la mevalonolactona-
-(2-140) fueron adquiridas a The Radiochemical Centre,
Amershan, Inglaterra.

El bromoacetato de etilo-(1-14c) fue proporcionado por
la Comisidn Nacional de Energfa Atdémica.

Los solventes fueron evaporados a presidén reducida por

debajo de 50°C,
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Material vegetal

Los primeros ensayos de extraccidén de glicdsidos carde=-

ndlidos se realizaron con plantas Digitalis purpurea de mis

de un afio de desarrollo, cultivadas en el INTA de Castelar,
provincia de Buenos Aires y trasplantadas a un sector del
vivero de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA).
Con el objeto de disponer de plantas de menor tiempo de
desarrollo, se comenzd con el cultivo de las mismas a partir

de semillas proporcionadas por el INTA.

Condiciones generales de germinacidn v desarrollo

El crecimiento de las plantas se realizd en una cdmara
de acrflico, con circulacién forzada de aire, Su temperatura
interna se regulé a 25°C % 0,5°C en el centro de la cémara,
siendo la temperatura en el nivel inferior de 23°C.

Las plantas recibieron luz natural, suplementada con dos
tubos fluorescentes Sylvania tipo Gro Lux, de 20W cada uno,

Se probaron distintas condiciones de germinacién, sem-
brando las semillas sobre tierra, arena lavada y calcinada y
vermiculita, encontrdndose que los mejores resultados se ob=-
tenfan cuando se preparaba un almdcigo con tierra. Luego de
1 mes y medio de desarrollo las plantitas se transfirieron a
recipientes individuales y fueron posteriormente utilizadas

en 10s ensayos de administracidn de precursores radiactivos.
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A. Sintesis de 4cidos 20(R,S)-hidroxi-23%-norcolanoicos y 23-

-norcol=-20(22)(E)=-énicos

Ester et{lico del 4dcido 3B-acetoxi-20(R,S)-hidroxi-23-norcol-

~5=énico (25)

A una solucidn de acetato de pregnenolona (24) (100 mg;
0,29 mmoles) en benceno anhidro (2,5 ml) se agregd, bajo ate
mésfera de nitrdgeno, zinc activado 69 (150 mg; 2,30 mmoles)
y algunos cristales de iodo. A la solucidn calentada y agi=-
tada se agregd, gota a gota, bromoacetato de etilo seco y re-
cién destilado (0,3 ml). La reaccidn fue mantenida a reflujo
por el agregado del reactivo. Una vez finalizado el mismo, se
calenté a reflujo durante media hora mds. Se volcé sobre una
mezcla de dcido clorh{drico 2N y hielo. Se disgregé el sélido
gomoso formado y se extrajo con éter etflico (3 x 20 ml).

La fase orgédnica se lavd con agua (1 x 20 ml), soluciédn
saturada de bicarbonato de sodio (1 x 20 ml) y agua (1 x 20
ml); se secS y se evapord el solvente.

El residuo se tratd con anhidrido acético y piridina
(1:1) (1,0 m1) durante 24 horas a temperatura ambiente. Se
voled sobre una mezcla de dcido clorhfdrico 2N y hielo y se
extrajo con éter etflico (3 x 10 ml)., Ta fase orgénica se la-
vé con agua (1 x 10 ml), solucidén saturada de bicarbonato de
sodio (1 x 10 m1) y agua (1 x 10 ml); se secd y se evapord el

solvente,




El residuo (226 mg) se cromatografié en una columna de
sflicagel G (10 g), utilizando como solventes de elucidn to=-
lueno (200 ml) y tolueno:acetato de etilo (98:2) (300 ml). Se
obtuvieron 118 mg (94%) del compuesto 25 cristalino, que se

recristalizd de metanol.

p.f.: 136=138°C (Metanol) (Lit. 30: 136-138°C (Metanol)).

I.R. (cm'1): 3450 (tens, OH); 1730 (tens. C=0).

E.M. (m/e, %): 431 (M**-15 ; 0,5); 386 (M'*-60 ; 25,8); 371
(386-15 ; 1,2); 368 (386=-18 ; 2,4); 353 (368-15 ; 2,6); 341
(386-45 ; 3,8); 340 (386-46 ; 0,4); 265 (1,1); 255 (386-cade-
na lateral ; 1,8); 253 (3,3); 228 (1,4); 213 (4,5); 131 (ca-
dena lateral ; 100); 85 (25,5).

RMN-'H (C1,CD) ppm: 0,87 (s, 3H, Me-18); 1,03 (s, 3H, Me-19);
1,25 (s, 3H, Me=21 del isdémero 20R); 1,28 (t, J: 7 Hz, 3H,
~C0,CH,CH;); 1,36 (s, 3H, Me-21 del isémero 205); 2,03 (s, 3H,
-002053); 3,38 (ba, 1H, OH); 4,19 (¢, J: 7 Hz, -002Q§20H3):
4,58 (ba, 1H, H=-3); 5,40 (m, 1H, H-6).

RMN=-12C (C150D) ppm: 13,42 (Me-18 del isdmero 205); 13,73 (Me-
-18 del isdmero 20R); 14,22 (-COZCHZQHB); 19,32 (Me-19); 20,89
(C=11); 21,37 (-002QH3); 22,74 (C-16 del isdémero 20S); 23,10
(c-16 del isdmero 20R); 23,80 (C-15); 26,82 (Me-21 del iséme-
ro 20S); 26,96 (Me-21 del isémero 20R); 27,75 (C-2); 31,33 (C-8);
31,75 (c-7); 36,58 (C-10); 36,97 (C-1); 38,09 (C-4); 40,03 (C-
-12); 42,76 (C-13 del isémero 20S); 42,87 (C-13 del isdmero
20R); 45,89 (C-22 del isémero 20R); 46,14 (C-22 del isdmero
20S); 49,93 (c-9); 56,68 (C=14 del isémero 20R); 56,83 (C-14
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del isdmero 20S); 59,06 (-802§H20H3 del isdmero 20R); 59,26
(-CO,CH,CH, del isdmero 20S); 60,46 (C-17); 73,27 (C-20 del
isdmero 20S); 73,59 (C-20 del isdmero 20R); 73,85 (C-3);

122,32 (C-6); 139,53 (C-5); 170,21 (-CO,CHz); 172,85 (-CO,C,Hc).

Separacidn de los ésteres etflicos de los dcidos 3p-acetoxi=-

~20R-hidroxi=-23=norcol=5=énico (25(20R)) y 3B-acetoxi-20S-

hidroxi=-23-norcol=5=-énico (25(20S))

La mezcla 25(20R+20S) fue separada por CLAR, utilizando
metanol:agua (90:10) como solvente. Por integracidn del &drea
de cada pico del cromatograma se determind la proporcidn de
cada epimero en la mezcla, resultando el isdmero 20S el com-

ponente mayoritario (62%).

Ambos epimeros fueron caracterizados mediante sus puntos

de fusidn y sus espectros de RMN-1H y RMN-1BC:

Ester etflico del 4cido 3f-acetoxi~20R-hidroxi=-23-norcol-5-
 §

-énico (25(20R))

p.f.: 157-158°C (Metancl), .

RMN~-'H (C150D) ppm: 0,88 (s, 3H, Me-18); 1,04 (s, 3H, Me-19);
1,28 (s, 3H, Me-21); 1,30 (t, J: 7 Hz, 3H, -cochzcg3); 2,06
(s, 3H, -c02c53); 3,40 (ba, 1H, OH); 4,20 (¢, J: 7 Hz, 2H,
-CO,CH,CH5); 4,60 (ba, 1H, H-3); 5,40 (m, 1H, H=6).
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RMN='2C (C15CD) ppm: 13,69 (Me=18); 14,22 (~CO,CH,CH5); 19,28
(Me=19); 20,85 (C-11); 21,33 (—002§H3); 23,13 (C=-16); 23,81
(c-15); 26,92 (Me-21); 27,76 (C-2); 31,34 (C-8); 31,76 (C-7);
36,61 (C-10); 36,99 (C-1); 38,10 (C-4); 40,09 (C-12); 42,90
(c-13); 45,94 (C-22); 49,98 (C-9); 56,72 (C-14); 59,11 (-CO,-
CH,CHg); 60,43 (c-17); 73,62 (Cc-20); 73,86 (C=3); 122,28 (C-6);
139,56 (C=5); 170,17 (~CO,CHy); 172,86 (-CO,CH,CH4).

Ester etflico del &cido 3B-acetoxi-20S-hidroxi=-23-norcol=5-

-énico (25(208))

p.f.: 161-162°C (Metanol).

RMN=-'H (C15CD) ppm: 0,88 (s,3H, Me-18); 1,04 (s, 3H, Me-19);
1,28 (t, J2 7 Hez, 3H, -0020H2053); 1,38 (s, 3H, Me-21); 2,04
(s, 3H, -0020ﬁ3); 3,45 (ba, 1H,0H); 4,18 (e, J: 7 Hz, 2H,
-CO2QH20H3); 4,60 (ba, 1H, H-3); 5,38 (m, 1H, H=6).

RMN-12¢ (C15CD) ppm: 13,42 (Me=18); 14,20 (-CO,CH,CH5); 19,27
(Me=19); 20,89 (C-11); 21,38 (-cong3); 22,72 (C-16); 23,79
(c-15); 26,80 (Me-21); 27,75 (C-2); 31,31 (C-8); 31,71 (C=7);
36,55 (C=10); 36,97 (C-1); 38,07 (C-4); 40,02 (C-12); 42,73
(c-13); 46,13 (C-22); 49,88 (C-9); 56,79 (C-14); 59,24 (-CO,-
-CH,CH;); 60,45 (C=17); 73,26 (C-20); 73,84 (C-3); 122,30 (C-6);
139,50 (C-5); 170,21 (=CO,CH5); 172,80 (-CO,CH,CH4).

Ester et{lico del 4cido 3R-acetoxi-20(R,S)-hidroxi-23-norcol-
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-5-énico-24="'4c (25-'4c)

A una solucidén de acetato de pregnenolona (24) (41 mg;
0,12 mmoles) en benceno anhidro (1 ml) se agregd, bajo atmés-
fera de nitrdgeno, zinc activado 69 (61 mg; 0,94 mmoles) y al=-
gunos cristales de iodo. A la solucidn calentada y agitada se
agregd, gota a gota, bromoacetato de etilo-(1—14C) (1,08 mci/
mmol) (0,1 ml). La reaccién fue mantenida a reflujo por el a=-
gregado del reactivo. Una vez finalizado el mismo, se calentd
a reflujo durante media hora méds, Se volcd sobre una mezcla de
dcido clorhfdrico 2N y hielo. Se disgregd el sdlido formado y
se extrajo con éter etilico (3 x 10 ml). La fase orgédnica se
lavé con agua (1 x 10 ml), solucidén saturada de bicarbonato de
sodio (1 x 10 ml) y agua (1 x 10 m1); se secd y se evapord el
solvente.

El residuo se tratd con anhfdrido acético y piridina (1:1)
(0,4 ml) durante 24 horas a temperatura ambiente, Se volcé so-
bre una mezcla de &cido clorhfdrico 2N y hielo y se extrajo con
éter etflico (3 x 5 ml)., La fase orgédnica se lavé con agua (1 x
5 ml), solucidn saturada de bicarbonato de sodio (1 x 5 ml) y
agua (1 x 5 ml); se secd y se evaporé el solvente,

El residuo (92 mg) se cromatografié en una columna de sf-
licagel G (4 g), utilizando tolueno (100 ml) y tolueno:acetato
de etilo (98:2) (100 ml) como solventec de elucién. Se obtu-
vieron 48 mg (94%) del compuesto 22-140 cristalino, que se re-
cristalizé de metanol hasta actividad especifica constante

(1,1 mCi/mmol).
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Acido 3f3,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol=-5-énico (17)

El éster etflico del 4cido qﬂ-acetoxi-20(ﬂ,S)—hidroxi-23-
-norcol-5-énico (25) (154 mg; 0,35 mmoles) se disolvid en me-
tanol (2 ml) y se le agregd una solucidn acuosa de hidrdxido
de potasio 50% (0,3 ml). La solucidén resultante fue calentada
a reflujo durante 3 horas, al cabo de las cuales se evapord el
metanol y se diluyé con agua (5 ml). Se extrajo con éter eti-
lico (2 x 5 ml) para eliminar restos de pregnenolona. Por a=-
cidificacidén con 4dcido clorhfdrico 2N (1 ml) de la fase acuo-
sa extrafda precipité un sdlido. La mezcla fue extraida con
éter etflico (% x 5 ml) y la fase orgédnica se lavdé con agua
(2 x 5 ml) hasta neutralidad, se secd y se evapord el solven=-
te, obteniéndose 104 mg (80%) del compuesto 17 cristalino, que

se recristalizd de acetona,

p.f.: 202-208°C (Acetona) (Lit. 70: 204-206°C (Acetona)).

I.R. (cm™1): 3500-2500 (tens. OH); 1700 (tens. C=0 ).

E.M. (m/e, %): 376 (M** ; 10,0); 358 (M'*-18 ; 78,0); 343 (358-
-15 ; 28,0) ; 340 (358-18 ; 57,0); 325 (340-15 ; 52,0); 316
(358-42 ; 5,0); 314 (23,0); 298 (358-60 ; 20,0); 273 (M**-ca-
dena lateral ; 8,0); 265 (7,0); 256 (82,0); 255 (358-cadena
lateral ; 8,0); 246 (12,0); 233 (8,0); 232 (20,0); 231 (38,0);
228 (16,0); 227 (13,0); 214 (30,0); 21% (84,0); 103 (cadena la=-
teral ; 100,0); 85 (53,0).

RMN-H (Piridina-d;) ppm: 1,06 (s, 3H, Me-18); 1,12 (s, 3H,
Me-19); 1,60 (s, 3H, Me-21 del isdémero 20R); 1,78 (s, 3H, Me-21
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del isémero 20S); 2,86 (s,2H, -CH,CO,H); 3,84 (ba, 1H, H=3);

5,44 (m, 1H, H=6).

RMN-'7C (Piridina-d;) ppm: 13,81 (Me-18 del isdmero 20S); 14,00
(Me-18 del isémero 20R); 19,60 (Me-19); 21,25 (C-11); 23,12 (
C-16 del isdmero 20S); 23,33 (C-16 del isdmero 20R); 24,18 (C-15)
27,62 (Me-21 del isdmero 20S); 28,07 (Me-21 del isdmero 20R);
31,62 (C-8); 32,09 (C-7); 32,51 (C-2); 36,87 (C-10); 37,78 (C-1);
40,38 (C=-12); 43,00 (C-13 del isdmero 20S); 43,10 (C-13 del isd-
mero 20R); 43,37 (C-4); 46,80 (C-22 del isdmero 20R); 48,01

(C-22 del isdmero 20S); 50,41 (C-9); 57,02 (C-14); 59,15 (C-17);
71,17 (C=3); 73,17 (C=20 del isémero 20S); 73,33 (C-20 del isé-
mero 20R); 121,03 (C-6); 141,72 (C-5); 175,39 (-CO,H del isé-
mero 20R); 175,56 (-gozﬁ del isdémero 20S).

Acido 3B,20S=dihidroxi-23-norcol-5-énico (17(20s))
i

Se disolvié el éster etflico del 4cido 3P-acetoxi-20S-hi-
droxi-23-norcol-5-énico (25(20s)) (37 mg; 0,08 mmoles) en me=
tanol (0,5 ml) y se le agregd una solucién acuosa de hidrdxido
de potasio 50% (0,1 ml). La solucidén resultante se calentd a
reflujo durante 3 horas, al cabo de las cuales se evaporéd el
metanol y se diluyé con agua (2 ml). Por acidificacién con 4-
cido clorhfdrico 2N (0,5 ml) precipité un sélido. La mezcla fue
extrafda con €ter etflico (3 x 5 ml) y la fase orgdnica se lavd
con agua (2 x 5 ml) hasta neutralidad, se secd y se evapord el

solvente, obteniéndose 26 mg (79%) del compuesto 17(20S), gue
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se recristalizd de acetona,

p.f.: 184-185°C (Acetona).

RMN-'H (Piridina-d) ppm: 1,05 (s, 3H, Me-18); 1,12 (s, 3H,
Me-19); 1,78 (s, 3H, Me-21); 2,87 (s, 2H, -cgzcozH); 3,84

(pa, 1H, E=3); 5,45 (m, 1H, H=6).

RMN-'2C (Piridina-dg) ppm: 13,73 (Me-18); 19,52 (Ne-19); 21,25
(c-11); 23,12 (C-16); 24,13 (C-15); 27,59 (Me-21); 31,57 (C-8);
32,02 (C-7); 32,50 (c-2); 36,81 (C-10); 37,73 (C-1); 40,35 (C-12);
43,00 (C-13); 43,35 (C-4); 48,04 (C-22); 50,35 (C-9); 57,09
(C-14); 59,20 (C-17); 71,11 (C-3); 73,11 (C-20); 121,00 (C-6);
141,71 (C-5); 175,50 (-202H).

Acido 3B,20(R,S)-dihidroxi-23-norcol-5-énico-24-'4c (17-'%4c)

Se disolvid el éster etflico del &cido 3ﬂ-acetoxi-20(R,S)-
hidroxi-23-norcol-5-énico-24-140 (22-140) (46 mg; 0,10 mmoles)
en metanol (0,6 ml) y se le agregd una solucidén acuosa de hi-
dréxido de potasio 50% (0,1 ml). La solucién fue calentada a
reflujo durante 3 horas, al cabo de las cuales se evapord el
metanol y se diluyd con agua (2 ml). Se extrajo con éter eti-
lico para eliminar restos de pregnenolona y por acidificacidn
con 4cido clorhfdrico 2N (0,5 ml) de la fase acuosa remanente,
precipitd un sélido. La mezcla fue extrafda con éter etflico
(3 x 5 ml) y 1la fase orgédnica se lavd con agua (2 x 5 ml) has-

ta neutralidad, se secé y se evapord el solvente, obteniéndose
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%31 mg (81%) del compuesto 11-140, que se recristalizd de ace-

tona hasta actividad espec{fica constante (1,17 mCi/mmol).

Ester etflico del Zcido 3PB-acetoxi-23-norcola-5,20(22)(E)-di-

énico (26a)

El éster etflico del &cido Bp-acetoxi-ZO(R,S)-hidroxi-zjq
-norcol-5-énico (25) (165 mg; 0,37 mmoles) se disolvié en pi-
ridina anhidra (2,0 ml), se agregé lentamente oxicloruro de
fésforo (0,3 ml) y la mezcla se dejd en reposo durante 22 ho-
ras a temperatura ambiente. Se volcd sobre una mezcla de dcido
clorhidrico 2N y hielo y se extrajo con cloruro de metileno
(3 x 10 m1). La fase orgédnica se lavé con agua (1 x 10 ml), so-
lucidn saturada de bicarbonato de sodio (1 x 10 mll y agua (1 x
10 m1), se secd y se evapord el solvente. El residuo (154 mg)
se cromatografié en una columna de aldmina (7 g), utilizando
tolueno (200 ml) como solvente de elucidén. Se obtuvieron 110 mg
de un producto crudo que resulté ser, por andlisis por RMm-1H,
una mezcla de cuatro compuestos.

Dicha mezcla fue recristalizada 2 veces de etanol, obte~

niéndose 36 mg (23%) del compuesto 26a, homogéneo por CGL.

p.f.: 140-143°C (Etanol) (Lit. 30: 140-142°C (Etanol)).

I.R. (cm-1): 1735 (tens. C=0 del acetato); 1700 (tens. C=0

del éster etflico); 1625 (tens. C=C); 870 (def. C=C-H).

E.M. (m/e, %): 428 (M** ; 0,2); 413 (M**=15 ; 0,2); 383 (M* =45
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7,0); 368 (M'*=60 ; 100,0); 353 (413-60 ; 20,0); 323 (368-45 ;
4,0); 322 (368-46 ; 7,0); 307 (322-15 ; 20,0); 279 (10,0); 253
(10,0); 228 (16,0); 227 (10,0); 214 (20,0); 213 (65,0); 212
(10,0).

RMN-TH (C15CD) ppm: 0,63 (s, 3H, Me-18); 1,00 (s, 3H, Me-19);
1,28 (t, J: 7 Hz, 3H, -CO,CH,CH;); 2,05 (s, 3H, -CO,CHz); 2,21
(d, J: 1,5 Hz, 3H, Me~21); 4,18 (c, J: 7 Hz, 2H, -CO,CH,CHg);
4,61 (ba, 1H, H-3); 5,41 (ba, 1H, H-6); 5,68 (ba, 1H, H=22).
RMK-'2C (C15CD) ppm: 12,96 (Me-18), 14,35 (-CO,CH,CH;); 19,34
(Me-19); 20,65 (Me-21); 21,01 (C-11); 21,39 (-CO,CH5); 24,30
(c-16); 24,94 (c-15); 27,75 (C-2); 31,72 (C~8); 32,14 (C=7);
36,62 (C-10); 36,99 (C-1); 38,09 (C-4); 38,47 (C=12); 44,47
(c-13); 50,09 (C-9); 56,53 (C-14); 59,38 (-CO,CH,CHz); 60,33
(c-17); 73,81 (C-3); 115,91 (C-22); 122,21 (C-6); 139,56 (C-5);
159,70 (C-20); 166,80 (=CO,CH,CHg); 170,29 (-gozcua).

Separacidn de los ésteres etflicos de los dcidos 3B-acetoxi=-

-+

-23-norcola=5,20(22)(E)=diénico (26a), 3A-acetoxi=-23-norcola-

5,20(22)(2)-diénico (26b), 3p-acetoxi-23-norcola-5,17(20)-di=-

énico (26c) y 3p-acetoxi-23-norcola-5,20-diénico (26d)
1

La mezcla de isdmeros correspondientes a las aguas ma=-
dres de la recristalizacién del producto de la reaccidn del
compuesto 25 con oxicloruro de fésforo en piridina fue sepa-
rada por CLAR, utilizando metanol como solvente. Se caracte-

rizéd cada isdmero mediante su espectro de RMN-'H.
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Por integracidn de las &reas de cada uno de los picos del
cromatograma se determind la composicidn porcentual de la mez-
cla: isdémero E (26a), 30%; isdmero Z (26b), 20%; isdmeroz}1?' 20

(26c), 22%; 1somer04§ 20 (26d), 28%.

Ester etflico del &cido 3PA-acetoxi=-23-norcola=-5,20(22)(Z%)=di=-

énico (26b)

RMN- 'H (C15CD) ppm: 0,69 (s, 3H, Me-18); 1,00 (s, 3H, Me-19);
1,28 (t, J: 7 Hz, 3H, =CO oCH 033), 2,05 (s, 3H, =CO CH3),

(4, J: 1,5 Hz, 3H, Me-21); 4,17 (c, J: 7 Hz, 2H, =CO,CH,CH, ),
4,60 (ba, 1H, H-3); 5,40 (ba, 1H, H-6); 5,78 (m, 1H, H-22).

Ester etflico del &cido 3P-acetoxi=-23-norcola=5,17(20)-diéni=-
]
co (26c)

RMN-TH (C15CD) ppm: 0,75 (s, 3H, Me-18); 1,01 (s, 3H, Me-19);
1,24 (t, J:7 Hz, 3H, -0020H20§3); 1,76 (t, J: 1,7 Hz, 3H, Me=-21);
2,04 (s, 3H, -COZC§3); 2,90 (ba, 2H, H-22); 4,16 (¢, J: 7 Hz, 2H,
-CO,CH,CHz); 4,60 (ba, 1H, H-3); 5,40 (ba, 1H, H-6).

Ester etflico del 4cido 3B-acetoxi-23-norcola-5,20-diénico (26d)

RMN~- 'H (C1,0D) ppm: 0,61 (s, 3H, Me-18), 1,00 (s, 3H, Me-19);
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1,27 (t, J: 7 Hz, 3H, -CO,CH,CH;); 2,04 (s, 3H, -CO,CH;); 3,03
(s, 2H, H-22); 4,14 (c, J: 7 Hz, 2H, -CO,CH,CH;); 4,60 (ba, 1H,

H-3); 4,96 (d, J: 1,8 Hz, 2H, H-21); 5,40 (ba, 1H, H=6).

Ester etflico del dcido 3R-acetoxi-23-norcola=5,20(22)(E)- di=-
T

énico-24-14c (2§3-14C)

El éster etflico del dcido 3F—acetoxi-20(R,S)-hidroxi-23-
-norcol-5-énico-24-4¢ (22-140) (act. especifica: 1,1 mCi/mmol)
(150 mg; 0,34 mmoles) se disolvid en piridina anhidra (1,8 ml)
y se agregd lentamente oxicloruro de fésforo (0,3 ml). La mez-
cla se dejd en reposo durante 22 horas a temperatura ambiente.
Se volcd sobre una mezcla de dcido clorhidrico 2N y hielo y se
extrajo con cloruro de metileno (3 x 10 ml). -

La fase orgédnica se lavé con agua (1 x 10 ml), solucidn
saturada de bicarbonato de sodio (1 x 10 ml) y agua (1 x 10 ml),
se secS y se evapord el solvente. El residuo (145 mg) se croma-
tografié en una columna de alumina (6 g), utilizando tolueno
(200 m1) como solvente de elucidn, Se obtuvieron 117 mg de un
producto crudo que resultd ser, por andlisis de su espectro de
RMN-1H, una mezcla de cuatro isdmeros.

La mezcla fue separada por CLAR, utilizando metanol como
solvente. Se obtuvieron 64 mg (45%) del compuesto gga-14c, el

que se recristalizé de etanol hasta actividad especifica cons-

tante (1,0 mCi/mmol).
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Acido 3f-hidroxi-23-norcola-5,20(22)(E)-diénico (21)
]

A una sclucidn del éster et{lico del &cido 3F—acetoxi-23-
norcola-5,20(22)(E)-diénico (26a) (165 mg; 0,39 mmoles) en eta-
nol (4,6 ml) se le agregd una solucidn acuosa de hidrdéxido de
sodio 50% (0,70 ml) y se calentd a reflujo durante 3 horas. Se
acidificd con 4cido clorhfdrico concentrado (0,7 ml) y la sus-
pensidén resultante se volcé sobre agua (5 ml), se refrigerd y
se filtré el precipitado formado, obteniéndose 124 mg (90%)
del compuesto 21 cristalino, que se recristalizé de etanol.

p.f.: 263-265°C (Etanol) (Lit. 70: 262-265°C (Etanol)).

I.R. (cm™'):33%00 (tens. del OH del alcohol); 3200-2300 (tens.

del OH del 4cido); 1670 (tens. C=0); 1620 (tens. C=C); 1050

(tens. C-0).

E.M. (m/e, %): 358 (M** ; 45,3); 343 (M*°-15 ; 7.35; 340 (M*°-

-18 ; 63,0); 313 (M'°-45 ; 3,9); 308 (343-45 ; 21,5); 299 (10,5);

298 (4,0); 295 (340-45 3 1,6); 274 (2,1); 273 (M**-cadena lateral;1,7)

258 (343-cadena lateral ; 2,2); 255 (340-cadena lateral,; 1,7);
247 (3,1); 245 (3,9); 244 (1,9); 240 (258-18 ; 2,8); 233 (11,3);
232 (26,9); 231 (5,2); 218 (4,2); 215 (11,6); 214 (22,8); 213
(100,0); 203 (2,3); 85 (cadena lateral ; 3,1).

RMN-"H (Piridina-dg) ppm: 0,62 (s, 3H, Me-18); 1,03 (s, 3H,
Me-19); 2,42 (d, J: 1 Hz, 3H, Me-21); 3,83 (ba, 1H, H-3); 5,40
(m, 1H, H-6); 6,15 (m, 1H, H=-22).

RMK=- ¢ (Piridina-ds) ppm: 12,99 (Me-18); 19,56 (Me-19); 20,71
(Me-21); 21,32 (C-11); 24,49 (C-16); 25,14 (C-15); 32,03 (C-8);
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32,35 (C=7); 32,55 (C-2); 36,88 (C-10); 37,77 (C-1); 38,66
(C-12); 43,40 (C-4); 44,47 (C=13); 50,48 (C-9); 56,54 (C-14);
60,33 (C=17); 71,17 (C-3); 117,92 (C-22); 120,88 (C-6); 141,83
(c-5); 158,16 (C=20); 169,17 (=CO,H).

Acido 3B-hidroxi-23=norcola=5,20(22)(E)-diénico-24-"4c (21-'%C)
|

A una solucién del éster etflico del dcido 3f-acetoxi-23-
-norcola—B,20(22)(E)—diénico-24-14c (gga-14c) (act. especifica:
1,0 mCi/mmol) (31 mg; 0,07 mmoles) en etanol (0,9 ml) se le
agregd una solucidn acuosa de hidrdxido de sodio 50% (0,13 ml)
y se calentd a reflujo durante 3 horas. Se acidificd con &cido
clorhidrico concentrado (0,13 ml) y la suspensidén resultante
se volcé sobre agua (2 ml), se refrigerd y se filtré el preci-
pitado formado, obteniéndose 23 mg (90%) del compuesto 21-140

cristalino, que se recristalizd de etanol hasta actividad espe-

cifica constante (1,0 mCi/mmol).

3,33;20,20-dietilendioxi-progesterona (30)

A una solucién de progesterona (29) (5 g; 0,02 moles) en
tolueno (175 ml) se agregd etilenglicol (40 ml)., La mezcla fue
destilada durante 15 minutos para remover trazas de agua. Luego
de agregar dcido p-toluensulfdénico monohidrato (163 mg) la mez=-

cla se calentd a reflujo durante 4 horas, con una trampa de
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Dean Stark para separar el agua formada durante la reaccidn.
A continuacidn, se enfrid, se agregd una solucidén satu-
rada de bicarbonato de sodio (50 ml) y se separd la fase or-
génica, que se lavé con agua (2 x 30 ml), se secd y se evapo-
ré el solvente. Se obtuvieron 6g (94%) del compuesto 30 cris-

talino, que se recristalizé de acetona.

p.f.: 180-182°C (Acetona) (Lit. 71: 180-182°C (Acetona)).
T.Rs (cm-1): 1098 (cetal en C=3); 1055 (cetal en C-20),
E.M. (m/e, %): 402 (M** ; 18,8); 387 (M**-15 ; 5,2); 303 (M**-

-C.0 0,4); 125 (C40,Hg 3 0,5); 112 (CcOHg 5 0,4);5 99

50oMt7 3
(0502}17 s 100,0); 87 (cadena lateral ; 99,8).

RMN-'H (C1,CD) ppm: 0,72 (s, 3H, Me-18); 1,00 (s, 3H, Me-19);
1,20 (s, 3H, Me-21); 3,80 (s, 8H, -OCH,CH,0-); 5,2 (m, 1H, H~6).
RMN=-12C (CI3CD) ppm: 12,89 (Me-18); 18,89 (Me-19); 20,85 (C-11);
23,01 (C-16); 23,85 (C-15); 24,54 (Me-21); 31,07 (C-2); 31,45
(c-7); 31,65 (c-8); 36,30 (C-1); 36,65 (C-10); 39,40 (C-12);
41,77 (C-4 y C-13); 49,67 (C-9); 56,56 (C-14); 63,16 (C=17);
64,15 y 64,35 (-OCH,CH,0- de C-3); 65,09 (-OCH,CH,0- de C-20);
109,40 (C-3); 111,80 (C-20); 121,92 (C-6); 140,01 (C-5).

3,3~etilendioxi-progesterona (31)

A una solucidén de 3,3%;20,20-dietilendioxi-progesterona (30)
(1g; 2,5 moles) en acetona (100 ml) se agregd dcido p-toluen=-

sulfénico monohidrato (60 mg) y la mezcla se mantuvo a tempera-
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tura ambiente durante media hora. Se agregd piridina (1 ml)
y se evapord el solvente. El residuo obtenido fue tratado con
una solucidn de bicarbonato de sodio 30% (100 ml). Se obtuvo
un sélido cristalino (0,7 g) (79%), que luego de filtrado y

secado fue recristalizado de metanol.

p.f.: 173=-176°C (Metanol) (Lit. 39: 173-175°C (Acetona-hexano)).
I.R. (cm™'): 1706 (tens. C=0); 1098 (tens. C-0-C).

E.M. (m/e, %): 358 (M** 5 11,7); 342 (M'°=15 ; 0,1); 315 (M'°-
-cadena lateral ; 0,4); 259 (M+‘-0502H7 ;s 0,1); 125 (CTOzH9 :
0,4); 112 (C,O0Hg ; 0,1); 99 (0502H7 ; 100,0); 43 (cadena late-
ral ; 13,8).

RMN-"H (C1,0D) ppm: 0,64 (s, 3H, Me-18); 1,02 (s, 3H, Me-19);

2,1 (s, 3H, Me=21); 3,93 (s, 4H, -OCH,CH,0-); 5,30 (ba, 1H, H=6).
RMN-"C (C15CD) ppm: 13,21 (Me-18); 18,86 (Me-=19);.21,05 (C-11);
22,83 (C-16); 24,47 (C-15); 31,03 (C-2); 31,62 (C-7 y Me-21);
31,85 (C=8); 36,30 (C-1); 36,61 (C-10); 38,81 (C-12); 41,71 (C-4);
43,94 (C-13); 49,54 (C-9); 56,85 (C-14); 63,60 (C-17); 64,15 y
64,36 (-OCH,CH,0-); 109,34 (C-3); 121,73 (C-6); 139,98 (C-5);
209,14 (c-20).

Ester etf{lico del &cido 3,3-etilendioxi-20(R,S)-hidroxi-23-nor-

col-5-énico (32)

A una solucién de 3,3-etilendioxi-progesterona (31) (260

mg; 0,58 mmoles) en benceno anhidro (2 ml) se agregd, bajo at-
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mdsfera de nitrdgeno, zinc activado 69 (391 mg; 6,0 mmoles) y
algunos cristales de iodo. A la solucidn calentada y agitada

se agregb, gota a gota, bromoacetato de etilo seco y recién
destilado (0,7 ml). La reaccidén fue mantenida a reflujo por

el agregado del reactivo. Una vez finalizado el mismo, se ca=-
lentd a reflujo durante media hora mds. Se volcd sobre una mez-
cla de &cido clorhfdrico 2N y hielo. Se disgregd el sdlido for-
mado y se extrajo con éter etflico (3 x 25 ml).

La fase orgédnica se lavé con agua (1 x 20 ml), solucidn
saturada de bicarbonato de sodio (1 x 20 m1) y agua (1 x 20 ml),
se sec6 y se evapord el solvente. El residuo (650 mg) se croma-
tografid en una columna de sflicagel G (30 g), utilizando como
solventes de elucidén tolueno (150 ml), tolueno:acetato de etilo
(98:2) (350 ml) y tolueno:acetato de etilo (95:5) (400 ml). Se
obtuvieron 255 mg (70%) del compuesto 32 cristalino, que se

recristalizd de metanol.

p.f.: 165-166°C (Metanol) (Lit. 39: 205-207°C).

I.R. (cm™'): 3610 (tens. OH); 1730 (tens, C=0); 1098 (tens. C-0-C).
E.M. (m/e, %): 446 (M** ; 0,7); 431 (M*"=15 ; 0,2); 401 (M'*-45 ;
0,2); 400 (M**-46 ; 0,4); 131 (cadena lateral ; 2,6); 125 (C,0,Hg ;
0,7); 99 (0502H7 ; 100,0); 86 (1,5).

RMN-TH (C15CD) ppm: 0,86 (s, 3H, Me-18); 1,02 (s, 3H, Me=19);

1,20 (s, 3H, Me-21 del isdémero 20R); 1,26 (t, J: 7 Hz, 3H, =CO,-
CH,CH); 1,34 (s, 3H, Me-21 del isémero 20S); 3,34 (ba, 1H, OH);
3,92 (s, 4H, =OCH,CH,0-); 4,20 (e, J: 7 Hz, 2H, -CO,CH,CH5); 5,30
(ba, 1H, H-6).
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RMN-12C (ClacD) ppm: 13,42 (Me-18 del isémero 20S); 13,73 (Me-18
del isdmero 20R); 14,21 (-0020H2§H3); 18,86 (Me-19); 20,89 (C-11);
22,73 (C-16 del isémero 20S); 23,06 (C-16 del isdémero 20R); 23,80
(c-15); 26,81 (Me-21); 31,06 (C-2); 31,34 (C-7); 31,60 (C-8);
36,29 (C-1); 36,60 (C-10); 40,07 (C-12); 41,76 (C-4); 42,77 (C-13);
45,88 (C-22 del isémero 20R); 46,10 (C-22 del isdémero 20S); 49,56
(c-9); 56,84 (C-14); 59,05 (-CO,CH,CH; del isémero 20R); 59,2