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LOS HONGOS

Los hongos constituyen un grupo muy extenso dentro de
los organismos vivientes; a medio camino entre los vegeta-
les y los animales, se clasifican junto con algas y bacte-
rias como Thallophitas.

Se cree (224) que los hongos derivan filogenéticamen-
te de las algas, de las que difieren, desde el punto de --
vista funcional, por haber perdido la facultad de vivir --
autotréficamente, desprovistos como estédn de toda clase de
pigmentos assimiladores de carbono. En algas se observan --
ejemplos del paso de la vida autdtrofa a la perésita, con
la consiguiente desaparicidén del pigmento y la reduccidén -
del talo. En hongos, esta modificacidén es mas profunda, co
mo resultado del paso de la vida acuédtica a la terrestre.
Los hongos acudticos presentan muchas analogias con las al
gas, fundamentzlmente en lo que se refiere a los procesos
fecundativos.

Aunque con el término hongo se engloba a un gran nime
ro de especies muy diferentes entre si, todas ellas poseen
una caracteristica coman: la susencia de clorofils. Este =
pigmento, presente en todas las plantas superiores, permi-
te la asimilacién del carbono atmosférico (1).

La carencia de clorofila y de toda clase de pigmentos
asimiledores de carbono, obliga a los hongos a procurarse

el carbono indispensable y& sea viviendo sobre otros vege-
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tules o amnimales (parédsitos), ya sea a expensas de restos
organicos (sapréfitos).

Las sustancias alimenticias son absorbidas por medio
de un aparato vegetativo subterraneo: el micelio, que vi-
ve sobre suelo, madera,.. etc durante todo ellaﬁo ¥y solo
cuando las condiciones ambientales lo permiten, emite = -
unas protuberancias que mas tarde se convertiran en los -
drganos reproductores o carpéfogos; en ellos se producen

las esporas que aseguran la supervivencia de la especie.

Aunque existen un gran numero de hongos, la mayor par

te son fugsaces y poco visibles, otros son incluso micros-
cbdpicos. Entre estos tiltimos, se encuentran los hongos --
que constituyen las levaduras, indispensables en todos --
los procesos fermentativos; los Penicillium, que han per-
mitido el conocimiento y desarrollo de las penicilinas, ¥y
otros que forman parte de la vida de los suelos.

En hongos, se encuentran con frecuencia sustancias
antibidéticas, alcaloides y otros productos de alta activi
dad farmacoldgica; que son los causantes de la elevada --
toxicidad de algunas especies.

Los hongos parésitos de animales y plantas son otro
grupo de excepcional interés, no solo desde el punto de
vista médico y veterinario, sino también por el deterioro
que ejercen sobre las plantas que parasitan, llegando in-

cluso a producir la muerte de algunas especies vegetales.
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¥ri 1la investigscibén quimica, el estudio de los hon-
gos se enfoca en 4os sentidos, por un lado la obtencidn
de nuevos compuestos, por otro el uso de extractos de -
hongos (o de enzimas encontradas en los mismos) como ca-

talizadores en procesos sintéticos.
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TRITERPENOS Y ESTEROIDES

DE HONGOS
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Los hongos se dividen atendiendo a sus propiedades bo-
ténicas emr Fhycomycetes, Ascomycetes, Fungi Imperfecti y Ea

sidiomycetes.

En general, el colesterol y sus derivados solo son fre
cuentes en Phycomycetes, mientras que el ergosterol se mues

tra como esterol predominante en el resto de los hongos.

Respecto a los triterpenos, los fusidanos(F) y protos-
tanos (Pr) son caracteristicos de ciertos Fungi Imperfecti
¥y sunque el lanosterol y sus 24-metil y 24-metilen deriva-
dos se muestran en todos los grupos taxonémicos, los C-%30 -

lanostanos unicamente se observan en Basidiomycetes.

De las 198 especies aportadas en esta revision, solo -

en seis . de ellas se han encontrado triterpenos pentacicli

COSs.
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ESQUELETO DEL COLESTANO

C~1 colesterol: colest-5-en-3%3-o0l

C-2 desmosterol: colesta-5,24-dien-3-0l

C-3 zymosterol: colesta-8,24—dien-3f01

C-4 22-dehidrocolesterol: colesta-5,22-dien-%-0l1
C-5 colest-7-en-3%-o0l

Todos los hidroxilos en 3 son J

14

ersitaria, 2008

realizada por ULPGC. Biblioteca Unive




ESQUELETO DEL ERGOSTANO

H

E-1 24-metilcolesterol (campesterol): ergost-5-en-3-ol

E-2 fungisterol: ergost-T7-en-3-ol

E-3 22-dihidroergosterol: ergosta-5,7-dien-3-o0l

E~4'ergosta—7,22—dien-3-ol

E-5 ergosta-7,22-dien-3-onsa

E-6 brassicasterol: ergosta-5,22-dien-3-o0l

E-7 episterol: ergosta-7,24(28)-dien-3-0l

E-8 ascosterol: ergosta-8,23-dien-3-o0l

E-9 fecosterol: ergosta-8,24(28)-dien-3-0l

E-10 24-metilen-colesterol: ergosta-5,24(28)-dien-3-0l

E-11 ergosta-7,16-dien-3-ol

E-12 cerevisterol: ergosta-7,22-dien-3$,5a,6f-triol

E~13 ergosterol: ergosta-5,7,2z-trjen-3-ol

E-14 perdéxido de ergosterol: 5a,8a epidioxi-ergosta-6,
22-dien-3%-o0l

E-15 ergosta-5,7,9(11),22-trien-3-o0l
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E-16
E-17
E-18
E-19
E-20
E-21
E-22
E-23%
E-24
E-25
E-26
E-27
E-28

E-29

E-30

E-31

A menos que se especifique lo contrario, todos los hidroxi

Sa,B8aepidioxiergosta-6,9(11),22-trien-3-01
ergosta-5,7,24(28)-trien-3%-o0l
ergosta-5,7,14-trien-3-o0l

ergosta-5,8,22-trien-3-o0l
ergosta-4,6,22-trien3-ona
ergosta-5,7,14,22-tetraen-3-ol
ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3-ol
ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona

campestanol: ergost-3-ol

ergosta-7,14,22-trien-3-0l
12-o0x0-5a,8a-epidioxi-ergosta-6,9(11),22-trien-3-0l
4a-metil-ergosta-7,24(28)-dien-%-o0l
4a-metil-ergosta-8(9),14-dien-3-o0l
4a-metil-ergosta-8,24(28)-dien-3-0l1 (4a-metil-24-me
tilen-24,25-dihidrozymosterol)
ergosta-6,8,22-trien-3%-0l

ergosta-5,7-dien-3%,2%-diol

los en posicion 3 son B
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ESQUELETO DEL ESTIGMASTANO

S-1 estigmasterol: estigmasta-5,22-dien-3-0l
S-2 estigmast-T7-en-3-o0l

S-3 estigmasta-7,24(28)-dien-3-0l

S-4 estigmasta-5,7-dien-3-o0l

S-5 fucosterol: estigmasta-5,24(28)-dien-3-o0l
S-6 estigmast-22-en-3-o0l

S-7 p—sitosterol: estigmast-5-en-%-01l

S-8 estigmasta-5,22-dien-%-0l

S-9 estigmastanol: estigmast-3-ol

Todos los hidroxilos en 3 son p
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ESQUELETO DEL LANOSTANO

'/,

7
4
2

9

L-1 lanosterol: 1anosta—8,24-dien-3@-ol

L-35 Lanosta-7,9(&l1),24-trien-3%p,21-diol

L-3%36 21-hidroxi-lanosta-7,9(11),24-trien-3-ona

L-37 Acido pinicélico: &cido 3-oxo-lsnosta-8,24-dien-2l1-oico

I.-38 Inotodiol: 1anost&8—en—3p,22-diol

L-39 Acido ganodérico A: écido 3,11,23-trioxo-7§,15d—dihidr9
xi-lanost-8-en-26-o0ico

L-40 Acido ganodérico B: acido 11,15,23-trioxo-3p,7p—dihidr9
xi-lanost-8-en-26-oico
Acidos ganodéricos T a%Z:

L-41 Acido 3*P-hidroxi-lanosta-8,24-dien-26-oico

L-42 Acido 3%,15x~-diacetoxi-To-hidroxi-lanosta-8,24-dien-26-
oico

L-43 Acido 3-oxo-1l5x-acetoxi-Tx-hidroxi-lanosta-8,24-dien-26

olco
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Acido 3a, Todihidroxi-lanosta-8,24-dien-26-0ico

Acido 3@~hidroxi-lanosta-7,9(11),24-trien—26-oico
150-acetoxi-3o~hidroxi-lanosta-7,9(11),24~-trien-26-0ico
Acido trametendlico: Acido 3P-hidroxi-lanosta-8,24-dien
21-oico

Acido 3p,15x-dihidroxi-lanosta-8,24-dien-21-oico

Acido tyromycico: &cido 3-oxo-lanosta-7,9(11),24-trien
26-oico |
Lanosta-7,9(ll),24-trien~3p-ol

Acido 3p-hidroxi-lanosta-7,9(11),24~trien-21-oico

(2339 1anosta-8,24-dien—3§,23—diol

Acido 3@}5ddihidroxi—lanosta-8,24—dien-21,27-dioicp
Acido 3p-acetoxi-1anosta-8,24-dien-21—oico

Acido 3@,15d-dihidroxi-lanosta—8,24—dien-21—oico

2x-acetoxi-~lanoste-8,24-dien-21-oato de metilo
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24-metil y 24 metilen lanostanos

L-2 Acifio dehidrotumuldsico

R, =R

,=Ry=0H, R,=Rz=Rg=H

L-3 Acido polyporenico C:

R, =R

1=R,=0, Rg=Rg=H, R,=OH

4
L-4 R,=R,=0, R3=R4=OH, R5=
1L-5 Acido dehidroeburicoico: R1=OH, R2=R3=R4=R5=H

-0 = = = = ‘ =OH.
L-6 R,=R,=0, Rgz=R,=H, Rg

HO.C,,

2
L-7 Acido eburicoico: R1=R2=R3=H
L-8 Acido 3-0-acetil eburicoico: R1=Ac, R2=R3=H

L-9 Acido tumulosico: R)=R,=H, R;=0H

L-10 Acido sulfurenico: R)=R,=H, R,=OH

L-11 Acido pachymico: Ry=8c , R,=H, R3=OH
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L-12
L-13
L-14
L-15
1-16
L-17

L-18

L-19

=0Ac

Echinodol Rl=§OH, R

2

=0, R,= OAc

Echinodona R >

1

= 0, R2= OH

=x OH, R.,=0OAc

Ry

Ry

R,=x OH, R

1

R,=x.0H, R

1

L-20 Oxidosenexons
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L~ =
51 R2“H: Rl

L-52 RZ:OH’ R

1

OH

L-21 Acido senexdiodlico:

R,=POH, R,=CO,H, Ry=Me,

R,=H,OH

4

L-22 Senexonol: R,=0, R,=Me,

1 2

R,=H, R,=H,OH

3 4
L-23% Senexdiona: H1=R4=0,

3 2

L-34 3-hidroxi-4,4,14X-trimetil-5-

pregnen-8-en-20-ona

OH

-
-
/,

1L-49 Fasciculol B: R1=R2=H

=H, R,=0H

L-50 Fasciculol C: R >

1

1
COCH QCH—CONH—CH CO,CH

273
CH
3
OH
= COCH2¢CH

CH3

2

272773

CONHCHzCOzCH3
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2%

L-24 Acido polyporénico A: 30,120-dihidroxi-24-metilen-la
nosta-8-en-26-oico

L-25 Acido polyporénico D: 3c~hidroxi-24-metilen-lanosta-

8-en-26-o0ico

L-26 Acido quercinico: R,=OH, R,=H

L-27 Rl=OCOCH2002Me, R2=H

L-28 Rl=OCOCH2002H, R2=H

L-29 R,=0COCH,CO H, R

1 2005 =OH

2

L-30 24-metilen-lanosterol: 24—metilen-1anosta-Been—Bp;ol
L-31 Eburicol: 24-metilen-lanosta-8-en-3o-01l
L-%2 Eburical: 3@-hidroxi—24=metilen—lanosta-8-en-21-a1

L-33 Eburicodiol: 24—metilen-lanosta—8-en-3§,21-diol
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icO

L-5% Acido tricholfdico

CH,OH
HO

HO

HO 7
Z

L-58 mezcla de &cido acetil—glucosil—tumulésico Y su corres-
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ESQUELETO DEL FUSIDANO

26 27
25
24
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F-1 &cido fus{dico: fcido 16B-acetoxi-3qlla-dihidréxi-fusi

da-17(20)[16,21 cis) 24-dien-21-oico

mento, los autores. Digitalizacion

S
£
w
3
3
8
3
]

F-2 cephalosporina P: dcido 6a,16f-diacetoxi-3a,7p-dihidrd

© D

xi-fusida-17(20) (16,21 cis) 24-dien-21-oico

F-3 desacetilcephalosporina Pl: dcido 16p-acetoxi-3a,6a, 7B~
trihidrdxifusida-17(20) (16,21 cis) 24-dien-21-oico

F-4 &cido helvdlico: &cido 3,6-dioxo-Ta,16f-diacetoxi-fusi-
da-1,17(20) (16,21 cis) 24-trien-21-oico

F-5 écido helvolinico: écido 3,6-dioxo-16P-acetoxi-Ta-hidro
xi-fusida-1,17(20) (16,21 cis)24-trien-21l-oico

F-6 &cido 7 desacetoxihelvdlico: &cido 3,6-dioxo-16p-acetox

fusida-1,17(20) (16,21 cis) 24-trien-21-oico



p_7 fcido 3-oxo-16p-acetoxi-fuside-1,17(20)(16,21 cis)24
trien-21-o0ico

F-8 fcido viridominico A: &cido 1l-oxo-6a, 16p-diacetoxi-
3a, Tp-dihidroxi-fusida-17(20)[16,21 cis) 24-dien-2loico

F-9 fcido viridominico B: Acido 11-oxo-6a,16p-diacetoxi-3q,
7B, 12a-trihidroxi-fusida-17(20)(16,21 cis)24-dien-21
oico

F-10 écido viridomfnico C: écido 6a,16B-diacetoxi-3a, 78,
11B-trihidroxi-fusida-17(20)(16,21 cis)24-dien-2loico

F-11 écido 3,11-dioxo-12,15-diacetoxi-fusida-1,17(20) (16,

21 cis)24-trien-21-oico
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ESQUELETO DEL PROTOSTANO

26 27

F-1 4ﬁ—hidroxi-metilfusida—l7(20)[16,21 ci§]24—dien-35—ol
P-2 4B-metilfusida-17(20) (16,21 cisg] 24-dien-3p-ol

P-3 protosta-1%(17),24-dien-3pg-ol (fusisterol)
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TRITERPENOS Y ESTEROCIDES DE HONGOS

PHYCOMYCETES

Los Phycomycetes, constituyen la clase mas primitiva de
hongos y a menudo son unicelulares. El grupo incluye parési-
tos de plantas (Pythium, Phytophthera), de hombres ( Absidia
Mucor), especies acuéticas...

Los esteroides mas frecuentemente encontrados en estas
especies son el colesterol y los 24-alguilen colestanos ta -
les como el 24-metilen colesterol (3%, 5, 6).

En 1969, McCorkindale y col. (2) examinaron 22 especies
de Phycomycetes, de los ordenes Saprolegniales, Leptomitales
y Mucorales, de los esteroides idéntificados, solo el coles-
terol fue encontrado en los tres grupos taxonomicos, aun-
qQue solo en dos de las diez especies Mucorales. Desmostserol,
24-metil colesterol y fucosterol fueron identificados en ecs-

Pecles de Saprolegnisles y Leptomitales. El ergosterol y el

22-dihidroergosterol fueron observados en especies Mucorsasles.

Parece ser que algunos Phycomycetes tales como Lageni-
dium giganteum, Fhytophthora infestans, Pythium ultimum y P.
debaryanum no sintetizan esteroides (3%,4,6).

Fn Saprolegniasles acuéticss (Allomyces macrogynus, Rhi-
zidiomyces apophysetus, Rhizophylctis rosea e Hypochytrium -

catenoides) el colesterol se muestra tambien como esteroide
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predominante (9) ecompafliedo en algunos casos por 24-etil-
so-dehidrocolesterol, 24-etilcolesterol, 22-dehidrocoles-
terol y 24-metilcolesterol.

El ergosterol, ergosta-5,7~dien-3p-ol y ergost-T7T-en-
3p-ol se encuentran con rezativa frecuencia en el orden -
Mucorales (223%).

Otros resultados se muestran en la tabla I

TABLA I

Especie Productos identificados ref,
Achlya bisexualis E-32 15,16
Dictyostelium

discoideum S-6 8
Mucor ramannianus F-1 13,14
Mortierella

isabellina L-30 223
Phycomyces E (13,17)
blakesleeanus L (1,2) 10,11
Physarum S (1,7,9)
polycephalum E (1,24) y C-1 17
Rhizopus

arrhizus E (2,4,1%,18) 12
Zoophagus E (7,13%,25,28) 7
insidians L-1

Como productos interesantes se pueden citar: el anthe

ridiol (E-3%2), gque es una hormona sexual del moho de agua
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tchlys biscxualis (15,16) y el édcide fusidico F-1 gue es

un producto antibidtico raro en Phycomycetes.

OH

N Antheridiol E-3%2
HO SN0
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)

ASCOMYCETES
Y

FUNGI IMPERFECTI

En los Ascomycetes se incluyen, tanto levaduras unice-
lulares, como hongos macroscépicos tales como trufas o pezi
zas. Muchos de estos hongos son parésitos de plantas y algu
nas levaduras son responsables de enfermedades humanas.

Entre las especies nocivas (parédsitas de plantas), ca-
ben destacar las Claviceps, que producen gran cantidad de -
ergoalcaloides (18); muchos de los cusles estédn relaciona-

dos con el &cido lisérgico (I).

Acido lisérgico I

Bajo el nombre de Fungi Imperfecti se agrupan uns se-
rie de hongos imperfectamente conocidos. Son hongos pluri-
celulares y en parte pueden considerarse como formas conis
diales de los 4scomycetes. Muchos de ellos no presentan ja

” rd . , .
mas organos sexuales (224). las especies mas conocidas co-
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rresponden & los géneros Penicillium y Aspergillium, en =
donde se originan gran variedad de antibidticos.

Muchas especies, localizadas entre los Fungi Imperfecti,
se conocen hoy en su estado perfecto e imperfecto y muchos
Ascomycetes se nombran indistintamente por los nombres de
ambos estados; este es el caso de Fusarium moniliforme --
(Gibberella fujikuroi) y Helminthosporium sativum (Cochlio
bolus sativus).

En la tabla I1I, se muestren los esteroides y triterpe
nos encontrados en Ascomycetes y Fungi Imperfecti. Los es-
teroides mas frecuentes corresponden al esgueleto del er-
gostano. El colesterol, mucho menos frecuente que en Phyco
mycetes, se encuentra como Unico componente esteroidal en
el Penicillium funiculosum (19).

En levaduras, el ergosterol (9) se presenta como este
rol predominante, acompafiado de lanosterol (167), fecoste-
rol, ascosterol (169,163%), ergosts-5,7,22,24(28)-tetraenol
(74,75), ergosta-7,22-dien-%p-ol (20,46), episterol (10,
163) y zymosterol (163). El perdxido de ergosterol se en-
cuentra tambien en levaduras, aunque algunos investigado-
res afirman que es un artefacto de los procedimientos expe
rimentales (21).

Por otra parte, mientras el lanosterol y sus 24-metil
y 24-metilen derivados, se observan con cierta frecuencis
en Ascomycetes, la dustarina P-7 es el Gnico triterpeno pen

taciclico encontrado en estos hongos (22).
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Dustarina P-7

Los triterpenos mas caracteristicos de estas especies,
poseen los esqueletos del fusidano (F) y protostano (Pr). La
cephalosporina P,, y los &cidos fusidico(130), helvélico y -
viridominicos, pertenecen a un grupo de triterpenos antibid-
ticos producidos por varias especies de Fusarium, Cephalospo
dium y Cledospodium.

Otro grupo de compuestos de interés, gue se biosinteti-
zan & partir del escualeno por via esteroidal (26), lo repre
sentan la viridina II y procductos relacionados. Estos se en-
cuentran en Penicillium (23) y Gliocladium virens (24,25).Ls

viridina II, posee un elevado poder antiflngico.

Viridina 11
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TABLA 11

——— ————— — - —— — ———— - —— W ————— o —— — ————————_— f—r f— —— —— ————— — —— t— —— — W S ——— — — - -

— . N — . —— " SE —— A —— O — —— — ——— — — - —— h—— — _————————— — — —————— — ——— — —————— — -~

Acrocylindrium
oryzae

Aspergillus sp.
A. phalloides
A. flavus

A. fumigatus

A. niger
Cephalospodium spe.
C. acremonium

C. caerulens
Cladosporium gp.

Candids utilis

Claviceps
purpuresa

Debaromyces
hansenii

Emericellopsis
terricols

Epidermophyton
floccosum

Fusariynp
moniliforme
Fusigiung
Coccineun

Helvelyg
cri Spa

Microsporum
8udonins

F-4

P-7

E~12

E (3,13,14)

E (14,27)
L-1, F(4,11)

E (1%,21)
F (1,2)

F-3

igelies
]
TN TN
o
- -
N
- -
O N N
~ '
~J
g

)
—

N
-

o
-

F-4
E (6,13)
E(12,14,26)

=1
Fr-3

27
28,29
30,31
21

170
11,3%2,33.

34
35
36

57,38,39
40,41.

42,43%,44
45.

164.
20,46,47.
480

37.

49.

50.

28,20

51,165.

52.

AO
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TABLA I1 (cont.)

 — — — ——— ———— ——— ——— (i —————— — T I T — —— T—— W — —— ————— T ——— — o —— —— o ——— ————_— O —n ————

Especie productos encontrados ref.
Neurospora

crassa E(1%,19) 5%,54.
Oospora

astringens L-7 55.
Penicillium

chrysogenum E-30 56.

P. funiculosum C-1 19.

P. sclerotigenum E-14 57.
Pullularia

pullulans S=1 166,
Saccharomyces 58,59
cerevisiae E(13%,19,29,31) 53, 60.
Trichophyton

interdigitale E(6,13) 49.

T. schdnleini E-14 61.
Ustilago

longissima E-19 62.
Xanthoria

parietina E-19 63.

T e s S e - —— . — o — —— —— — . —— — —————— ——— —— ——— —— —— — —— T —————— —— — " —— T —— o ———
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BASIDIOMYCETES

Los Basidiomycetes son los hongos mas evolucionados.
Algunos de ellos, correspondientes a los ordenes Uredinales
y Ustigales, son los causantes de mohos Yy nperrumbres’ muy
perjudiciasles para la agricultura; en estos hongos S€ obser
van con frecuencia esteroles de'tipo estigmastano, que no =
se presentan en el resto de los Basidiomycetes.

Entre los agentes perjudiciales para la gilvicultura

se encuentran las Poliporacesas, fundamentalmente el Inono--

tus hispidus y el Fomes fomentarius. Entre las Agaricaceas

1a Armillaria mellea, se instala sobre los troncos de los -

drboles, segregando una sustancia téxica que destruye inclu

so las células mas alejadas de su micelio. Bl Merulius la--

crymans, es otro hongo peligroso, puesto que destruye rapil-

damente la medera seca. (1).

Otros'Basidiomycetes, contienen sustancins toxicas, --

tal es el caso de especies de Psilocybe (usadas POr los in-

dios sudamericanos para producir alucinacioncs) y otras es-

pecies de Inocybe, Clitocybe y Amanita. Sin cmbargo, solo -

la Amanita virosa, A. verna, A. phaloides, A.pantherina y -

Lepiota fuscovinacea provocan envenenamiento? mortales. En

. . . aimi m
contraposicidn existen setas perfectamente aaimilables como

el champignon (Agaricus campestri ) o los nincalos (Lacta-

rius deliciosus y L. sanguifluus). Otras especies de Bole--

tus, Cantharellus..., son tambien excelentes comestibles.

© Del documento, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008



Entre los esteroides mas frecuentes (tsbla I1I1), des-
tacan el ergosterol y el ergosta-7,22-dien-3p-ol, no habiég
dose encontrado en ningin caso esteroides del tipo del coles

tano.
Los triterpenos mas comunes, poseen el esqueleto del -

lanostano y 24-metil 60 24-metilen lanostano, mientras que no
se observen fusidanos ni protostanos (caracteristicos de al-
gunas especies de Fungi Imperfecti).

Aunque se han descrito algunos productos de degrada- -
cién de esteroides y triterpenos, solo el 3d-hidroxi-4,4,14¢
-trimetil-5o-pregnan-8-en-20-ona (L-3%4) ha sido identificado
en Fomes oficinalis (94). |

Entre los triterpenos pentaciclicos, solo siete han si
do encontrados en Ganoderma applanatum (109), Glgeophyllum -
saepiarium (71), Mycocalia reticulata (171), Phellinus poma-
ceus (133) y Phellodon ferrugineum (137).(estos dos {iltimos

estudiados por nosotros).

TRITERPENOS PENTACICLICOS DE BASIDIOMYCETES

P-1 Friedelina P-2 Alnusenona
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P-3 Lupeol

P~4 Tarasxerol

P-6 Acido gboswéllico

—
-
-
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Entre los terpenoides aislados de Easidiomycectes con
interés farmacolbégico, caben destacar algunos sesguiterpe
nos, muy frecuentes en Russulas y Lactarius (168) y los
fdcidos ganodéricos Ay By T a Z, que son acidos triterpé

nicos de alta actividad citotdxice obtenidos del hongo Ga

noderma Lucidum (111).
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Agaricus
campestris

A. arvensis
A. silvicols

Amanita
caesares

A. bisporigera

Antrodia
mollis

Armillaells
mellea

Bjerkandera
adusta

B. fumossa

Eoletus
luridus

Clavatia
giganteum
Licoperdon
giganteum

Clavariadelphus
truncatus

Clitocybe
illudens

Collybia
maculata

Coprinus
atramentarius

Coriolus
heteromorphus

v — ——— A= - — - — ———— - — T —— — — o ——— ——— ———— — 7t — o wn. — o — - —————— T —— — ——— —

TARLA 111

E(2,3,13)
E-13

E-1%

E(3,13)
E-13%

E(2,4)

E(2,3,4,13)

E(2,4)
E(2,4)

E(2,3%,4,13)

E-13%

E-13

E-13%

E-13%

E(3,13)

BE(3,4) y L(2,30)

52,66
52

67

68

67
67

68

69

52

52

70
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TAELA 111 (cont.2)

— — ———————— . - — — f— —— S ——— S —- — S i M e G G ———— —— — o — " ——— — —— —_—— o —— oy

Especie productos encontrados ref.

C. versicolor

Polystictus E(2,4,13) 71,73

versicolor

C. pargamenus E(2,1%3) v L(1,30) 71

C. sanguineus

Polyporus

sanguineus, E(4,5,1%3) vy L-3 72

P. cinnaberius,

Tramates

cinnabarina.

C. brevis E(2,4) 67

C. flabelliformis E(2,4) 67

C. hirsutus E(2,4,13) 67

C. meyenii E-4 67

C. pubescens E-4 67

C. subluteus E(2,4) 67

C. unicolor E(2,4) 67
Criptoderms

citrium E(2,4,13) y L(1,30) 71
Criptoporus

volvatus E(2,4) 67

Daedgalesn

guercina E(4,1%3,14) yL-28 74,75, 76

Tranates Eég’%>9 26,27,28,58) 77, 78,160
dickinsiil s 79 eyl ey s Oy
D. tanakae E(2,4) y L-3 79
Daedaleopsis

confragosa E(2,3%,4,13) 67,80
D. lata E(2,4) 67
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TARLA III1 (cont. %)

—— . —— v— Ty fEn S e W S0 Wl GEe Sma S S . S S S Ty Sm— Smv S E_y S G G —— — WP— G- — -~ — Sy - —— o — v o T ——
- e - ———
-~

Especie productos encontrados ref,
D. purpﬁrea E( 2, 4) 67

D. tricolor E(3,4,13) 67,80
Dentipellis

echinospora E(2,4) 67
Echinodontium

tictorium L-12 81

E. Tsugicola L(1%,14,15,16,17,18,19) 82
Favolus

grcularius E(2,4,13) 67
Flammuline

velutipes E(3,4,1%,19) 66
Fomes

fomentarius E(4,5,1%,20) 8%,84,85,86
F. officinalis o

Polyporus E-25 89,90,91,92
OflCinallS L(5,6,7,10’25,31132’33:34‘) 93194,105
F. senex L(20,21,22,23) 87,88
Fomitells

cytisina E(2,4) 67

F. latissima E-4 67

F. rhodophaes E(2,4) 67
Formitopsis

cytisina E(4,13) y L-30 71

F. pinicole

Fomes pinicola .

Polyporus B(2,4,13) 71, 73,95
pinicola L(1,3,7,30,35’36,37,63) 96397’98,99
Fuscoporisa

obliguus 5
Inonotus L(1,38) %82’%82
obliguus ’

Foria obliqua
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TABLA II1{cont.4)

—— ——— - e S e e e
-
-

E5p601e

Ganoderma

gustrale E(2,4,5,14,16,23)
G. applanatum E(1,4,5,11,13,23)
Fomes P(1,2)

applanatum

G. lucidum L(39,40,41,42,43,44,45,46)
Gloeophyllum

gbietinum E-4 y L(7,47)

G. saepiarium E(2,4,1%3); L(7,47) vy P=3
G. striatum E(2,4) v L(7,47)
Gloeopours

amorphus E-4

Grifolsa

frondosa E(2,1%) y L(1,30)
G. umbellata E-1%
Hirschioporus

abietinus .

Polyporus E=13

abietinus

H. durus E-4

H. fuscoviolaceus E(2,4)

Hygrocibe
punicesa E(3,13)

Inonotus
hispidus L-7

Ishnoderma
resinosum
Folyporus
benzoinus

E(2’4) y L‘B

Lampteromyces
Japonicus E(3,13,14123)

T S e s - - e - ——— . A& ——— — — . —— — = T T e S iy e - - S - —— — — ——— —

——— T - — - — —— — — f——— — —— O G W— ——— — - —— —

——— - —— o = o o——

103

106,107
108,109,110

111

79
71,79
79

67

71
67

67
67

66

113

67,114
138,139
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Lactarius
gcrobiculatus

Lentinus
edodes

L. dactyloides
L. lepideus

Lenzites
betulina

L. trabea
Daedalea trabea

Gloeophyllum
trabesa

Leucopaxillus
giganteus

Melamspora
lini (moho)

Melanoporia
cajanderi

M. juniperina
M. nigra
M. purpuraceae
M. roses

Microporus
flabelliformis

Naematoloms
fasciculare

N. sublateritium

Mycocalisa
reticulsta

E(3,13)
L(5,7)
E(4,13) y L(7,10,47)

E(2,4)

E(2,4,13)
L(7,10,3%0,47,48)

S(2,3,4)

E-4

E(2,4) vy L-3
E(2,4)
E(2,4)

L(%,9,28)
E(3,13) y L(1,30)

E(12,13,14) ¥y
L(49,50,51,52)

8(12,1%,14) ¥
1(49,50,51,52)

S=7
pP-8

66,162
120,113,121

79,95,122

67

117,118,119

66

12%

67
9
67
67
79

71

124,125,126

124

171
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TABLA 111 (cont.bh)

—— . G —— — S Ty G T W — (- — —— " — g — G e i e S G S W un M D Goe G . Sun e e o A m———— O — -
— ———
-

Egpecie productos encontrados ref.

Oxyporus

populinus E( 2, 4 ) 67

Perenniporia

ochroleuca E(2,4) 67

P. tephlopora E(2,4) 67

Phaeolus.

gchweinitzii E(2,4) 67

Phellinus

hartigii E-4 y L-47 67,99

Fomes hartigii

P. igniarius E(2,4) 67

P. linteus

Fomes rimosus E(2,4,1%) 131

P. gilvus E(4,13) vy L(37,47) 132

P. pachyphloeum E-4 67

P. pomaceus E(4,5) y P(1,4,5,6) 133

P. robustus E(2,4) 67

Phellodon

ferrugineum

Hidnum P-1 137

ferrugineum

Pholiotsa

aegerits E(2,%,4,1%) 68

Pisolithus

tinctorius L-55 127

Piptoporus

betulinus E(2,3%,4,13%) 71,112
L(2,3,9,24,56) 128,129

P. yucatensis E-4 161

—_——
R e e St e — A . — G — T — — — — — T — — — — — — — — — — - —_— — — — — — - — — — " ——— ——— — —— — —
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Poly'pOI'uS

entharacophilus

p. australiensis

P. betulinus

P. eucalyptorum

P. hispidus
P. sulphureus

Laetiporus
sul fureus

P. tumulosus

Poria cocos

P. nigrescens
P. subacida

Porodaedalea
abietis

P. pini
Criptoderma
pini

Fomes pini
P. sanfordii

Pucecinie
graminis

Russula
foetens

R. nigricans
R. senecis

R. sardonisa

— - e - —— — — — - e —— ——— . —— — —— " —— . o — — — - — v —— ——— - — = e i it . — —————— - —— ————

TABLA III (cont. 7)

L(7,8)
L(2,9)
L(2,%,9,24)

L-7

E"'4 Yy L(7:10: 301 47)

L(2,9)

E(2,13) ¥y
L(2,3%,7,9,11,57)

E(2,4)

E(2,4,13)

Fm4

E(4,13) vy L(1,56)

E(2,4)

E-2

E(3,13)
E(3,13)
E(2,1%)

E-12

. — T —— e G TP G S S T " f— — T — —— — — — — W— —— —— o — ————— t— —t—— — . S T _— = o - o o—
- -
-

176,120,121
117%

»138,139,
11%,140.

120,121

1173

120,122
134,135

113
113,141,142,

14%,144,145,148.

67
67,112

67

67,86

67

146.

ersitaria, 2008

realizada por ULPGC. Biblioteca Unive




o o . e o —— — — ————— - a0 —r Wt —_——— — —— o A — —  —a —— - o —— - = ————— f—— ——

kspecie prcductos encontrados ref.
Scleroderma 150,151
aurantium E(1%,14,16) 152,153
S. polyrhizum E(14,2%) 149
Stereum

hirsutum BE-4 67
S. lasciatum E(4,13) 67
Spongiporus

appendiculatus E(2,4) v L(7,9) 79
Tramates

gibbosa E(2,4) : 67
T.feel L-4 156
T. odorata

Gloeophyllum £(2,4,13) ig?’igz’igg
odorata L{47,60,61,62,37) 1224

T, orientalis E(2,4,13) 67,84.
T. palisoti E(2,4) 67
T. suaveolens E-4 67
Tricholoma sp. L~53% 157
T. rudum E-13% 158
Tyromyces

albidus L-54 159
Veluticeps

angularis L-47 19

. —— ———— — —— — o —— T ——— — — ——— —————— —— —— i —— - B —— ——— ———— ——————— — > —— — —— ———— —

E=ergostano, L=lanostano, S= stigmastano, C=colestano.
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ESTUDIO DEL HONGO GANODERMA AUSTRALE

Del extracto del hongo y tal como se muestra en la par
te experimental, se aislaron seis esteroides y seis é4cidos

grasos, cuya identificacidén se describe a continuacién.

SUSTANCIA G-1

Se presenta como un aceite homogeneo (2,5 gr), n%o=1,459

P.eb=190-1929C s 6 mm Hg.

Su espectro IR (gréfica I) muestra sefiales a 1720 y a
700 cm-1 asignadas a un ester . etilico y a uns cadena larga.

En su espectro de RMN aparecen: un triplete centrado en
5,3 8§, correspondiente a cuatro protones vinilicos, un cua-
druplete en 4,06 § que integra para dos protones y se asigna
al CH2 de un ester etilico y un triplete en 2,71 &§ debido a
los protones en & g dicho ester.

Tanto los datos espectroscdpicos como las constantes fi

sicas de nuestro producto fueron coincidentes con los del 1i

noleato de etilo (figura I).
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SUSTANCIA G-2

ge obtuvo como un sélido (45 mgr) que cristalizado de
netanol dio un p.f.= 1789C, (00)20= +9¢ (CHCl, , c = 2,44).

gy espectro de masas (grafica II) da un peso molecu--
jar de 396,3400 que corresponde a la férmula empirica - -
028H44O’ el espectro presenta ademés las rupturas tipicas
de 1a cadena del ergosterol (ver apéndice).

El producto forma un precipitado naranja cristalino
de p.f.= 859C al tratarlo con 2,4 dinitro fenil hidracins;
la presencia de unea cetona saturada se confirma por una sge
fial & 1700 cm™t en su espectro de IR.

En el espectro de RMN se observa un multiplete centra
do en 5,2 & correspcndiente a tres protones vinilicos.

Hidrogenacién con Pt-Adams en eter (177) condujo a --

una mezcla de tres productos esteroidales, que fueron iden

tificados por sus datos espectroscdédpicos como: ergost-7-en

-3-ona, ergosta-7,22-dien-%-o0l y ergost-7-en-%-ol.

\\\\

ST

Figura I1
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El producto G-2 fue identificado & partir de sus pro-
piedades fisicas, quimicas y espectroscédpicas (110) comec -
ergosta-7,22-dien-%3-ona (figura II) [iit (109): p.f.= 1742

SUSTANCIA G-3%

Fue obtenida como un aceite amarillento, que cristali
zo de metanol en forma de placas amarillas {200 mgr) de --
p.f.= 112-11429C.

El espectro de masas (grdfica III) muestra un peso mo
lecular de 392,3074 que corresponde a la férmula empirica
G200+

En su espectro UV se observa una abscorcidén a xrn' =

ax
350 nm. con log ¢ =4,18 (etanol).
En el espectro IR aparece una sefial a 16400m“l corres
pondiente a une cetone poliinsaturada.
Su espectro de RMN presenta un multiplete en 5,2 &§ ca
racteristico de un doble enlace en posicién 22 sobre la ca

dena del ergosterol, un singlete en 5,64 § asignado & un -

hidrégeno vinilico en o« & una cetona y un sistema AB cen -

H

-,
Z

“tty, AN

Figura II1
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trado en 6,25 8 y de J= 10 Hz correspondiente a dos proto-
nes vinilfcos de un sistema cis-alquenico.
Loe datos de nuestro producto coinciden con los dados

(178, 108) para la ergosts-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (fi-

gura TTI1) [11t(108): p.f.= 113-114°¢].

Este producto fluorescente ha sido relacionado con 1lsa
bioluminiscencia de hongos (108) y bacterias (182).

La emisién de luz producida por algunos extractos de
hongos fue observada por primera vez por Airth y McElroy -
(189). Estudios posteriores (190) mostraron que la luz es

emitida a través de les siguientes etapas:
E

X + NADH __ 78 > XH2 + NAD
E ¥

XH2 + 02 o) > X+ HZO

) o s X'+ hv

Donde: E = enzima soluble, Epz enzima particular, X= acep-
tor de electrones, XH2= luciferina, X*= estado excitado -
de oxiluciferina y X’= oxiluciferina.

Aungue se han realizado numerosas investigaciones so-
bre las transformaciones bioldgicas y los sistemas enzimé-
ticos involucrados en las etapas anteriores (193), se des-
conoce atin la naturaleza de la luciferina fingica.

La razén por la cual se relaciona la ergosta-4,6,8(14)
22-tetraen~-3%3-ona con esta bioluminiscencia, se basa en el

hecho de que la emisidén de luz por parte de extractos' de

*Armillaria mellea, Collybia velutipes, Mycena citricolor

y Lampteromyces japonicus.
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?hon809(182’192)’ estd centrada en 528 nm y es jdentica & 1la

aﬂﬂién fluorescente de la ergostae-4,6,8(14),22-tetraen-3-

ona.
Es interesante que este producto, se encuentre tambien
en hongos no luminosos como Ganoderma applanatum (108) y G.

SUSTANCIA G-4

Se muestra como un aceite viscoso (300 mgr).

Su espectro de IR presenta bandas a 3500-2300 y 1700 -
cm'l (dcido) y sefiales intensas en 735 y 725 cm-l(cadena -
larga).

Su espectro de RMN es caracteristico de écidos grasos
saturados (gréfica 1IV).

Por tratamiento de G-4 con diazometano en eter se obtu
vo un aceite, homogeneo por capa fina, que demostrdé ser, --
por anflisis de GLC, una mezcla de cinco productos.

El espectro de RMN de esta mezcla (gréfica V) es carac
teristico de ésteres metilicos de écidos grasos saturados.

La identificacidén de estos cinco productos, se 1llevd =
cabo por inyeccidén mixta en GLC de la muestra metilada con
ésteres metf{licos de Acidos grasos conocidos.

Se efectuaron dos inyecciones mixtas (graficea V), una
con estearato de metilo y otra con tricosanocoato de metilo,
la representacién gréfica del nimero de &dtomos de carbono -

frente al logaritmo de los tiempos de retencidén, indicd por
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xtrgpolacién, que la mezcla estaba compuesta por: docoss
e —_—

noato de metilo (9,7 %), tricosanoato de metilo (24 %), -
noato de moblic

tetracosanoato de metilo (53 %), pentacosanoato de metilo

(6,8 %)y hexacosanoato de metilo (5,5 %).

La etilacién del material &cido con etanol y &cido -
gul firico segin el método Fischer, rindié la correspon- ~
diente mezcla de ésteres etflicos (gréfica VI). Inyeccién
de esta mezcla en GLC con una muestra auténtica de palmi-
tato de etilo (018H3602), confirmé la conclusién anterior
(gréfica VI).

El espectro de masas del material Acido (gréfica IV)
concuerda tambien con estos resultados: m/z (%): 396,3975

(9,6, C26H5202); 382, 3831 (10,6, C25H5002); 368,3655 - -

(37,4, Cpyfl g0,)5 35453516 (13,6 5 Cpsllyc0,)5 340,3422 -
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SUSTANCIA G-=5

E1l producto (180 mgrs), homogeneo en capa fina, se muesg
tra como una mezcle de dos por anélisis de GLC. Esta mezcla
cristaliz6é de metanol dando un p.f.= 168-170¢9C, (d)]z)o = -o]0

(CHC1 ¢ = 1.78). Da positiva la reaccién de Liebermann-EBEur

3!
chard para esteroles.
En su espectro de masas (gréafica VII) aparecen seflales

a 400,3700 (15.6%, C,gH,q0) ¥ & 398,3572 (41.4%, C,gH,(0)
observandose también la pérdida de agua, metilo y las ruptu-
ras tipicas de la cadena del ergosterol, tanto para el com-
puesto 028H480 como para el correspondiente dehidrodérivado
028H46O'

El espectro de IR presenta una banda a 3602 cm-l debide
a grupos hidroxilos.

En el espectro de RMN se observa un multiplete centrado
en 5,2 & correspondiente a protones vinilicos y una sefial di
fusa en torno a 3,7 & del protén geminal al hidroxilo.

Por acetilacidn con anhidrido acético y piridina se ob-
tuvo uns mezcla de acetetos de p.f.= 177-180°C y (d)go = =16

(CHC1 c = 2.95); cuyos espectros de masas y de RMN (gréafice

3!
VIII) son coincidentes con los de un monoatetato.
fnalizada la mezcla de acetatos en GLC, se observan dos

picos cuyas areas nos delatan una relacidn cuantitativa 84,0

vy 15,96 %.
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vor hidrogenacién de la mezcla de esteroles (100 mgr)

con Pt-Adams (177) se obtuvo un compuesto puro (42 mgr)

de p-f.= 145-1462C, que fue identificado como ergost-7-
en -3p-ol (esgquema I). Tratamiento de este alcohol con
;;;Z;;;;; ecético en piridina rindid el correspondiente
acetato (gr&fica IX).

La inyeccidén mixta en GLC del ergost-T7-en-3p-aceto
xi y del acetato del material natural, mostré que el -
producto minoritario de la mezcla G-5 era el ergost-7-
en-3p-ol (15,96 %), jdentificandose el producto mayori-

tario como el ergosta-7,22-dien-3P-ol. (84,04 %).

La mezcla de acetatos (50 mgr) fue asimismo hidro-
genada con Pd-~C al 10%, dando un producto (15 mgr), homo
geneo en GLC, que cristalizado en metanol dié un p.f.=

105-1082, (o)2’= % 0 (CHC1,, c = 1,89).

3’

Su espectro de masas (gréfica X) da un pico molecu-
lar a 442 (030H5002) Yy en su espectro de RMN no se obser
van protones vinilicos, apareciendo el proton geminal al
acetato en 4,72 § y el acetato en 2,02 §.

Este producto fue identificado en base & sus datos

Iisicos y espectroscédpicos como el ergost-8(14)-en-3p-

. ¢ L3 .« £ 3
acetoxi, mostrandose que en la hidrogenacidén se ha iso-

merizado el doble enlace endociclico & la posicidn cua-

ternaria (esquema I).
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Esquema I

84,04% + 15,96%

RO

R=H: G-5 H

\\\\\

R:Ac: Acetato de G-5 ",

Pt-Adams (eter)

G-5 ->

HO
Acetato Pd-C 10% (eter)
de G-5 >

AcO
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SUSTANCIA G-6

El producto (0,8 gr), homogeneo por capa fina, posee
20

an p.f.= 172-1762C cristalizado de metanol, con (x)y =-12,5

D
(CHClz, © = 1,24).

Su espectro de masas (gréfica XI) muestra un pico mo
jecular & 428,%276 (4,8 %, 028H44O3)’ acompafiado de otra
gsefial a 426,3%091 (1,2 %, 028H4203)' En este espectro se -

observan ademés las rupturas tipicas de la cadena del er-~-

gosterol, 1la pérdida de oxigeno y ague, tanto para el --
compuesto 028H44O3 como para el correspondiente dehidrode
rivado C28H4203°

En el espectro de IR aparece una senal ancha entre -
3600 y 3100 em™t correspondiente a grupos hidroxilo y - -
otra en 965 cm-l que junto con la pérdida de oxigeno en -
su espectro de masas, confirma la existencia de un puente
perdxido.

El espectro de RMN muestra un multiplete en 5,2 § ca
racteristico de un doble enlace en posicidn 22 sobre la -
cadena latersl del ergosterol y dos sistemas AB, ‘super- -
puestos y centrados en 6,41 y 6,48 § respectivamente con
J = 8,7 para ambos.

El tratamiento de G-6 con anhidrido acético en piri-
dina, did una mezcla de acetatos de p.f.= 192-195°C, - -

(a)%o = =32 (CHCl c =.%,78) (gréfica XII).

3’
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Consultada la bibliografia, identificemos G-6 como

una mezcla del perdxido del ergosterol y su 9(11) dehidro-

derivado (181) (figura IV).
Este mezcla no pudo ser estudiada por GLC, ya que se

descompone en las columnas usuales (180,187).

HO 82% (I)

18% (II)

Figura 1V
La relacidn cuantitativa de estos productos se obtuvo
por integracidén de los protones vinilicos del sistema AB =~
en el espectro de RMN (90 MHz), resultando que G-6 es una
mezcla 82:18 de peréxido de ergosterol(I)y de su 9(11)dehi
droderivado (II1).

Esta relacidén cuantitativa fue confirmada por el méto-
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do de las rotaciones &pticas; segin 61,

construimos una -

gr&fica (figura V) donde representamos en ordenadas los -

valores de rotacién 6ptica de la mezcla

(I+I1) y en abci-

sas el porcentsje de perdxido de ergosterol (I) en dicha

mezclea.,

%~de perox1do#de

O LO 0__,;7_

Tergoster0}~+-
b : i

—— — hi B I

Trasladando a esta gréfica los datos de rotacidén 6pti

ca aportados por Barton y col.

va que existe una relacién lineal entre

(181) (tabla IV)

se obser-

el aumento del vsa-

lor de X v 1la disminucién del porcentaje de perdxido de

ergosterol.
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Tabla IV

Producto perdxido de mezcla 84:16  9(11)dehidroergos-

ergosterol (I) (I+11) terolperbéxido (II)

oy -32,9 -14,2 +80

En este caso la ecuacidn de la recta viene dada por:
X =70 -5y tgp

donde: P = 42,592, x = % de perdxido de ergosterol, y =E& 5]
Sustituyendo en esta ecuacidén el valor obtenido para
la rotacidn Sptica de nuestro producto y-= -12,5, obtenemos
un porcentaje del 81,5 % de perdxido de ergosterol en la --
mezcla. Como se observa en la figuras V la lectura directa -

sobre la gréafica conduce &l mismo resultado.
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SINTESIS PARCIALES

Todos los esteroides encontrados en el hongo Ganoder-
ma australe, fueron sintetizados segin se muestra en los -
esquemas 11, III y IV.

El material de partida para todas las transformaciones

fue ergosterol comercial (gréfica XIV).

Sintésis de le ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-%-ona (esquema 11

Esta fue obtenida mediante la oxidacidén de Oppenauer del er-
gosterol .(178).

El tratamiento de ergosterol con terbutéxido de aluminio
Yy p-benzoquinona en tolueno & reflujo, condujo a una mezcla -
de dos productos:

) Producto de p.f.= 1132C, cuyo espectro de RMN (gréfi-

ca XV) es superponible con el de la ergosta-4,6,8(14),22-te-

traen-3-ona (XI). La inyeccidén mixta en GLC de los materiales

natural y sintético condujo a una Unicsa sefial.

b) Producto blanco cristalino, cuyo espectro de masas -
muestra un idén molecular a 394 (028H420)(gréfica XVI). En su
espectro de RMN aparece un multiplete en 5,2 §, con integral
correspondiente a tres protones e idéntico al presentado por
los A7’22 esteroides y otra seﬁal en 5,8 § que integra pars un

protén y la asignamos a un hidrdgeno vinilico en & & una ceto
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na. El producto fue identificado como ergosata-4,7,22-trien-

Z-ona (XII).

Formacién del ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3p-acetoxi (esque

ma I1II).

Se obtuvo por adicidén de una disolucidn de acetato de -
mercurio II en &cido acético glacial & otra disoluciédn de --
acetato de ergosterol en dioxano absoluto hirviente (183%,184)

Una vez separados los cristales de acetato de mercurio I
se obtuvo un unico producto de p.f.=142-1449C, (d)go=»+1909

(CHC1 ¢ = 0,56). Su espectro UV (grédfica XVII) muestra una

3’
absorcién a ],méx=325 nm. .
Este producto se identificd como el ergosta- 5,7,9(11),

22-tetraen-3P-acetoxi (XIII).

Fotooxigenacidén del ergosterol y del acetato de 9(11) dehidro

ergosterol.

La fotooxigenacidn se realizé independientemente sobre
ambos productos, usando eosina como fotosensibilizador y se-
gan el procedimiento siguiente:

El producto disuelto en etanol, se irradidé durante dos
horas con l&mparas de luz de dia (2 x 100 W) bajo corriente
de oxigeno (185,186).

a) La fotooxigenacidén del ergosterol condujo & un Gnico

20

producto de p.f.= 1802C, (x)o = =302 (CHCl

D c = 0,98).

3,
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El espectro de RMN de este producto muestra: una se-
fial difusa en torno a 4 § msignable & un protén geminal =&
un grupo hidroxilo, un multiplete en 5,2 § para los proto
nes vin{licos del doble enlasce en posicién 22 y un siste-
ma AB centrado en 6,41 & caracter{stico de los protones -
vinflicos del anillo B del perdéxido del ergosterol (gréfi
ca XVIII). Su espectro de IR es también concordante con -
esta estructura, por lo que el producto fue identificado

como perdxido de ergosterol (I).

La acetilacidén de este producto, condujo al corres-
pondiente acetato de p.f.= 200- 2029C, cuyos espectros se
muestran en la gréfica XIX.

b) La fotooxigenacién del acetato de 9(11) dehidroer

gosterol (XIII), condujo 8l correspondiente perdxido (XIV)

Su espectro de masas (gréafica XX) da un pico molecu-
lar a 468 y las correspondientes pérdidas de oxigeno, me-
tilo y acético. En su espectro de RMN se observa el siste
ma AB correspondiente a los protones vinilicos del anillo

B, centrado en 6,48 §.
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Esquema II

R
hv, Og -
40 eosina -
HO
VI 1
1)Ac,0, Py Al(O—But)3
J)Hg(oAc)2 p-benzoquinona
tolueno
v R
R
0’/
XI +
XIIT
O/’
hv, o2
eosinsa
\
R
////,, \ /4
il R -
\\\Op
~

XIV

XII
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REDUCCION DE ENDOPEROXIDOS

A- Reducecidn con Zn-NaOH (esquema III)

El peroxido del ergosterol fue sometido a reaccién con
cinc en alcali etandlico (183-184). Esta reduccidn moderada
condujo & la fisién del puente peroxidico, pero no llegd a
producir la hidrogenolisis de los alcoholes alilicos.

Se obtuvo un unico producto que fue identificado como

ergosta-6,22-dien-3p,5x,80~triol (III) en base a au espectro

de masas. En este espectro (gréfica XXI) se observan: el pi
co molecular a 430 y pérdidas de una, dos y tres moléculas
de agua. La posicidén de los grupos hidroxilo, gqueda clara-
mente confirmada por la facilidad de ciertas rupturas en su
espectro de masas (ver apéndice), mientras que la estereoqui

mica se da en base al producto de partida.

B- Reduccidn con sodio en etanol (esquema III)

En esta reduccidén con sodio etanclico, el puente peroxi
dico es eliminado, al tiempo que se origina una migracién --
del doble enlace de la posicidn 6 a la posicidén 7 (185).

El Gnico producto de la reaccidén se identificé como er-

gosta-?,ZZ-dien-Bp-ol (IV) por comparacidén con una muestra -

auténtica.

Este mismo producto, ha sido obtenido por hidrogensacién
Selectiva del ergosterol, lo cusal muestra que el doble enla-
ce C5-C6 es mas reactivo que los restantes dobles enlaces de

la moléculsa.
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&7

Esquema 111

Zn, NaOH-etanol

11T

Na, etanol

C- Reduccidn de Birch (esquema 1IV)

La reduccidén con litio en amoniaco liguido no habia
sido aplicada hasta el momento en la reduccidn de endope-
réxidos.

Con objeto de establecer el mecanismo de esta reduce
cibén, se realizaron cinco experiencias sobre diferentes -
sustratos (estas se resumen en la tabla V).

El procedimiento seguido para todas ellas fue el mis
mo: el esterol (o mezcla de esteroles) disuelto en tetra-
hidrofurano seco y t-butanol, fue agitado durante dos ho-

ras en la disolucidén azul de litio en amoniaco liquido.
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1- Reducciébn de la mezcla natural B82:18 de perdxido de er-

gosterol (I) y su 9(11) dehidroderivado (II) obtenida del

ggngo Ganoderma australe.

Se obtuvieron dos productos:
a) El1 producto mayoritario (80%) fue identificado a
partir de sus espectros de masas, RMN-e IR (gr&fica XXII)

como el ergosta-7,22-dien-3p-ol.(1V).

b) El producto minoritario (15%) se identificd como

el ergosta-7,22-dien-3%p,50~diol (V) en base a-los siguien

tes datos espectroscédpicos: Su espectro de masas (gréfica
XXIII) muestra un pico molecular a 414 acompafiado de las:
sefiales correspondientes a la pérdids de metilo y una y -
dos moléculas de agua; la posicidén del grupo hidroxilo en
5, gqueda asimismo reflejada en este espectro (ver apéndice)
En el espectro de RMN se observa el tipico multiplete en
5,2 & caracteristico de los dobles enlaces en posicidn 7

y 22.

2- Reduccidn del ergosterol(VI)

El ergosterol fue reducido en las condiciones antes -

mencionadas para dar cuantitativamente el ergosta-7,22-dien

=3p-ol (IV).

Esta reduccidén selectiva del doble enlace en posicidn
5, confirma su mayor reactividad frente a los restantes do

bles enlaces de la molécula,
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3- Reduccién de la mezcla B82:18 de ergosta-6,22-dien-3B,

So, Bo-triol (III) y de ergosta-6,9(11),22-trien-3p,5q, B

-triol (VII).

La mezcla 82:18 de los trioles (III y VII) fue obte
nida por reduccién con Zn en KOH-dioxano de la mezcla na
tural de perdxidos (I+II).

La reduccién de esta mezcla de trioles, condujo a -

una mezcla de ergosta-7,22-diem-3Bp-ol (IV) y ergosta-7,

22-dien-3P,50-diol (V) en una relacién 80:15, similar a

la obtenida por reduccidén de la mezcla natural de peréxi

dos (I+II)

4- Reduccidn de perdxido de ergosterol (I).

El perdxido de ergosterol puro, obtenido por foto--
oxigenacidén del ergosterol, fue reducido en las condicio

nes de Birch para originar una mezcla del ergosta-7,22-

dien-3p-ol (85 %) y del ergosta-7,22-dien-3p,5o-diol (7%)

Comparando esta experiencia con la "1" observamos -
gue el rendimiento en el diol (V) ha disminuido desde un
15 a un 7 % cuando se pasa de una muestra que contiene -
un 18 % de 9(11) dehidroergosterol perdxido a otra que -
no contiene este compuesto.

Esto nos hizo pensar que el 9(11)dehidro perdxido
de ergosterol es el precursor del ergosta-7,22-dien-3§g,

5x-diol (V).
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5~ Reduccibén del 9(11) dehidro peréxido del ergosterol (II).

Este compuesto, preparado por fotooxigenacibédn del 9(11)

dehidro ergosterol, se redujo, dando un 75 % del ergosta-7,

22-dien-3p, Sot-diol (V)

Esta experiencia, prueba inequivocamente que el 9(11)
dehidro perbéxido del ergosterol (II) es el precursor del -

diol (V) en la reduccidn de Birch.

En la tabla V se resumen estas cinco experiencisas:

Tabla V
Sustrato sobre el que Productos finales (%)
se realizd la reaccidn
mezcla I + II (82:18) mezcla IV + V (80:15)
VI IV
mezcla III + VII (82:18) mezcla-IV + V (80:15)
I mezcla IV + V (85:7)
11 V (75 %)

I: perdxido de ergosterol, II: 9(11)dehidro ergosterol peré-
xido, III: ergosta-6,22-dien-3p,5«,8c~-triol, IV: ergosta-7,
22-dien-3p-ol, V: ergosta-7,22-dien-3p,50-diol, VI: ergoste

rol, VII: ergosta-6,9(11),22-trien-3p,50,80-triol.
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conclusiones sobre el mecanismo de la reduccibdn.

amr——

En el esquema IV se expone el mecanismo por el cual su
ponemos que transcurre la reaccidn.

En un primer paso, se produce la ruptura del puente pe
roxidico, seguids de protonacién para formar los trioles -
IITI Y VII. Estos sufren una hidrogenolisis pare formar los
carbaniones diélicos intermedios VIII, IX y X.

La evolucidén de 168 carbaniones VIII y IX puede prose-
guir por eliminacién de los grupos hidroxilo, hacia la for-
macién del dieno VI.

Segin el esgquema expuesto, los carbaniones VIII, IX y
X pueden ser protonados en C-6 y C-8, sin embargo ls posi-
cién C-6 es mas facilmente accesible que C-8 en el medio de
reaccidén, lo cusl situa el doble enlace en posicidén 7-8 re-
gloselectivamente.

El doble enlace adicional presente en X, disponible pa
ra la conjugacibn, rebaja la reactividad relativa de este
carbanién lo suficiente, como para que la eliminacidn intra
molecular del hidroxilo en C-5 sea lenta respecto a la pro-

tonacidén en C-6.

Oxidacidn del ergosta-7,22-dien-3B-ol.

La oxidacidén de este esterol se 1llevd a cabo con reac-
tivo Jones y con dicromato de piridinio (222), ambas reac-
ciones dieron origen con rendimientos semejantes a un unico

producto, que fue identificado como la ergosta-7,22-dien-3-
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ona, cuyos espectrcs de RMN,

los del producto natural.

IR y mases colincidieron con
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El per6xido del ergosterol: ; Es un artefacto fungieo ?

El perbdxido de ergosterol se ha citado como un inter-
medio que se forma a-partir del lanosterol durante el pro-
ceso de introduccién del doble enlace en la posicién C-5 -
del ergosterol.

El proceso biogenético, de introduccién del doble en-
lace en la posicidén 5 de esteroides, ha sido ampliamente -
estudiado.

Se ha demostrado que en la biosintesis del colesterol,
se requieren oxigeno (191) y piridin nucledtido (194) para
este paso de reaccidén y que la formacidén del doble enlace
ocurre de forma cis, con eliminacién del hidrogeno o de --
los &tomos de carbono 5 ¥ 6 (195-198).

Akhtar y Parvez (199), usando la levadura Saccharomy-
ces cerevisiae confirman que existe una oxigeno-dependen-
cia en la formacién del doble enlace en la posicidn C-5 -
del ergosterol. Ellos demuestran que las células de levadu
ra son capaces de transformar el ergosta-7,22-dien-3p-ol -
en condiciones aerobias, pero no en condiciones anaserobiss,

Bimpson y col. (200), trabajando con el hongo Aspergi
llus fumigatus, demuestran que la estereoquimica de la eli
minacién para la formacidén del ergosterol es la misma que
la descrita para el colesterol. En estos trabajos, sse afir
ma ademés, que la conversidén del ergosta-7,22-dien-3p,5« -

diol a ergosterol, solo se produce en condiciones aerobias.
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Contradictoriamente, Topham y Gaylor (201-203%) descri-
ben una enzima: la 5 -hidroxi-esterol-dehidrasa, obtenids
de membrana de levadura, gque cataliza la conversidén anaero-
bia del ergosta-7,22-dien-3p,5« -diol a ergosterol.

Estse misma enzima fue usada por Hamilton y Castrejon
(204) para realizar la conversién del perdxido de ergoste-
rol a ergosterol.

A pesar de esto y asunque el perdxido de ergosterol se
ha encontrado con frecuencia en hongos, existen pruebas que
hacen dudar de su autenticidad como producto natural.

Adam y col. (188) afirman que este compuesto es un ar-
tefacto de los procedimientos experimentales, puesto que so
lo se detecta, en los extractos de Piptoporus betulinus y -
Daedalea quercina, cuando estos han sido expuestos a la luz
durante algunos dias y no se encuentra en el extracto fres-

CO.

Resultados similares obtienen Vacheron y Michel (21),
que identifican el peréxido del ergosterol junto con el ce-
revisterol como productos formados en el proceso de extrac-
cidén; ellos sugieren que la formacidn de estos compuestos -
se realiza a partir de ergosterol, mediante la secuencia de
fotoreaccidn:

hv_. perdéxido de _ hv_ .
ergosterol- 02 > ergosterol 5 > cerevisterol

Sin embargo, para que se efectue esta conversidén de er

gosterol a su peréxido, en presencia de oxigeno y luz, es -
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esencial la existencia de un fotosensibilizador, por ejem-
plo eosina.

Adam y col. (188) asumen, que esta capacidad fotosen-
sibilizadora (que exhiben gran cantidad de productos colo-=
reados ) se presents también en antraquinonas y otros pig-

mentos fingicos. Como en los extractos de hongos existen -

estos pigmentos, es facil,cuando las condiciones de oxige-

no y luz lo permiten, que se produeca la fotooxigenacidn
del ergosterol a peréxido de ergosterol.

Nosotros, comprobamos la capacidad fotosensibilizado-
re del extracto de Ganoderma australe. Para ello, se traté
en corriente de oxigeno y bajo un conjunto de lémparas de -
luz de dia, ergosterol comercial disuelto en etanol, con -
extracto bruto de nuestro hongo. Observamos que todo el er
gosterol se habia transformado en su perdéxido, cuyos espec
tros (gréfica XIII) son superponibles con los del material
natural.

Sin embargo, el hongo fue extraido en ausencia de luz
Y bajo atmosfera de nitrdgeno, por lo gque no es posible --

que se haya producido la fotooxigenacidén en este periodo.

\
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Configuracién absolute en C-20 y C-24 del ergosterol

Como parte de la determinacién estructural de esteroi-
des, la configuracién de los carbonos 20 y 24, ha sido obje
to de amplios estudios (205).

Aungue inicialmente (206) se asigné la estereoquimica
P a los grupos 24-metil y 24-etil de ergosterol yestigmaste
rol, estos resultados fueron parciglmente corregidos por --
Tsuda y col. (207) que asignaron la estereoquimica « al gru
po 24 etilo delestigmasterol.

Mes recientemente (208-210) usando la espectroscopia -
de RMN (220 MHz) se ha demostrado, que en plantas se pueden
originar tanto los 24 o« metil como los 24 P metil esteroi--
des ¥y que contrariamente & lo que se creia, en Tracheophy -
tas pueden coexistir también ambos isomeros.

La situacibdn en hongos parece ser diferente, Adler y -
col. (53) usando muestras de ergosterol procedentes de Asco
mycetes y de Basidiomycetes, demuestran por espectroscopisa
de RMN (220MHz ) que el ergosterol procedente de hongos po-
see los grupos metilo sobre C-20 y C-24 en posicibén o (fi-

gura VI):
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PARTE EXPERIMENTAL
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ESTUDIO DEL HONGO GANODERMA AUSTRALE

El hongo G. australe es un hongo perenne de consistég
cia lefiosa perteneciente a la familia de las Polyporaceas
(clase Basidiomycetes) que se encuentra parasitando tron--
cos y tocones de planifolios.

El hongo fue recogido en el bosque de los Tilos y en
el Cubo de la Galgae de la isla de la Palma en julio de ---
1882.

EXTRACCION

Tres kilos de hongo reducido a serrin se extrajeron
con acetona en un sohxlet,previamente desoxigenado median-
te la disolucidn de Fieser, en corriente de nitrdgeno y --
ausencia total de luz.

El extracto fue concentrado, extraido con cloruro de
metileno y secado con sulfato sédico. Una vez seco se con-
centrd y percold a través de alumina neutra de actividad -
II-III. El percolado se concentrd para dar 30 gr de extrac
to que se cromatografidé a través de 1 kgr de gel de silice

eluyendo con nhexano y mezclas de n-hexano - acetato de eti

lo.
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sustencis G-1: linolesto de etilo

Aceite homogeneo (2,5 gr) obtenido de las primeras -

fracciones de la cromatografia general, ngo=1,4593, p.eb.

= 190-192°2C a 6 mm de Hg (gréfica 1).

IR-(cm-l): 1720 (ester), 700 (cadena larga).

RMN (&8): 5.% (t, J=6, 4H,RHC=CHR), 4.06 (c, J=7, 2H, RCO,,~

CEZCHB)’ 2.71 (t, J=6, 2H, CH *COZEt).

2

Sustancia G-2: ergosta-T7,22-dien-%-ona.

S81ido (45 mgr) que cristaliza de metanol como agujas
de p.f.= 1782C, ()2 = +99 (CHCl5, © = 2,44). (graficaIl).
2,4-dinitro fenil hidrazona p.f.= 859C.

AC . ol Y . +-—

+ +
297 (23.5, M - C7H15), 271 (50.4, M - 09H17),
+ P
269 (100, M*- CgH, ,-2H).
IR (em™1): 1700( ¢=0)..

RMN (§): 5.2 (m, 3H,4 y £°%).

Sustancia G-3: ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona.

Cristaliza como placas amarillas (200 mgr) de p.f.=
112-114¢cC.
/ - +_ hig
MS m/z (%): 392,3074 (26.3, 028H4OO)’ 268 (97.5, M 09m16)
.+ Lt _
267 (69.3, M - CgHyq), 253 (19.9 M~ GgHyg-CHy)

UV, X s, (log® ): 350 (4.18).
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1x (em™1): 1640 ( c=0 ), 1585, 975,8%0.

RMN (8): 6.25 (AB, J=10, 2H,A6), 5.64 (s, 1H, C=CRCH=CR

5.2 (m, 2H,a%%).

5)

Sustancia G-4: mezcla de Acidos docosanoico (9.7%), trico-

sanoico (24 %), tetracosancico (53 %), pentacosanoico (6.8

%)y hexacosanoico (5.5 %).

Se presentd como un aceite viscoso (300 mgr) que fue
purificado por capa gruesa a partir de sus ésteres metili-
cos.

En la grafica IV se observan los siguientes datos pa-
ra el material acido:

MS m/z (%) : 396.3375 (9.6 , 026H5202), 382.%83%1 ( 10.6 ,
Coglgn0,)s 368.3655 ( 37.4 , C,,H,00,),
354.3516 ( 13.6 , 023H4602)’ 340,3%422 (4.7 ,
022H4402).

l): 3500-23%00, 1700 (4cido) 735 y 725 (cadena largs)

IR (em™
El tratamiento de G-4 con diazometano en eter a 0°9C,
condujo a una mezcla de ésteres metilicos (gréfica V). El

endlisis de GLC [bV—l(l %), T.=2002C, flujo 30 ml de helio

f
por minuté] mostrd que esta mezcla estaba formada por cin-
co productos, cuyas intensidades relativas: 9.7, 24, 53%, -
6.8 vy 5.5 % corresponden a tiempos de retencién de 6.14,
8.37, 11.83%, 16.79 y 2%.49 min,

A1 efectuar una inyeccidén mixta en GLC de la mezcls -

de ésteres metilicos con tricosanato de metilo se observd
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un aumento en el area del segundo pico (que en el andli-
sis de GLC inicial mostraba una intensidad del 24 % y un
tiempo de retencién de 8.37 min).

Se realizé uns segunda inyeccidén mixta de la mezela
con estearato de metilo.

La representacidn gréfica del nimero de &tomos de -
carbono frente al logaritmo de los tiempos de retencién
(grafica V) condujo por extrapolacién al resultado indica

do en la tablas VI.

Tabla VI
T.r. 1log T.r. n? de ¢ n? de C obtenido % en la megz,
103 graficamente cla G-4
1.50 176.1 18 -
5.51 741.1 22 9.7
7.51 875.6 23 24
10.41 1017.4 24 53
15.08 1178.4 25 6.8
21.14 1%25.1 26 5.5

La etilacién de una muestra del material écido con -
etanol y &cido sulflrico rindidé la correspondiente mezcla
de ésteres etilicos (gréafica VI).

La inyeccidén mixta en GLC de la muestra etilads con

palmitato de etilo confirmé los resultados anteriores.
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Sustancia G-5: mezcla de erpgosta-7,27~dien-%P-ol y ersost-

7-en-3Pp-ol.

Cristaliza de metanol como agujas (180 mgr) de p.f.=

168-1709C, ()20 = -21° (CHCl,, ¢ = 1.78) (grafica VII).

D 3’
¥S; m/z (%): 400.3700 (15.6 , 028H480)’ 398.3572 (41.4 ,
028H46O)'

IR (cm—l): 3602 (hidroxilo), 1040,976.

RN (§): 5.2 (m, A, A%?), 2.92 (s, R,CHOH).

2
La acetilacidén de G-5 con anhidrido acético en piri-

dina a temperatura ambiente durante 24 horas condujo a --

20

una mezcla de acetatos de p.f.= 177-180¢9C, (o()D

= -19¢

(CHC1,, ¢ = 2.95) (gréafica VIII).

3’

MS; m/z (%): 442.3773 (14.5 , CBOHSOO2)’ 440.3645 (28.4
030H4802)'

1725, 1260 (acetato), 1035, 979, 906.

22>

IR (cm‘l):

RMN (8): 5.2 <m,_a7, AC), 4.71 (m, RZECOAC), 2.02 (s,

R5C0CO CH, ) -

El anélisis de la mezcla de acetatos en GLC [bv—l (19%)

Ti=20090, Tf=3009C, flujo = 30 ml de helio por minuté] mos
tréd que se trataba de una mezcla de dos productos cuyas in
tensidades relstivas 84.04 y 15.96 correspondian a tiempos

de retencidén de 13,16 y 1%.99 minutos.

Hidrogenacidén de la mezcla G-4.

El producto (100 mgr) se disolvidé en 20 ml de eter se

co con 20 mgr de platino Adams y se dejdé con agitacidén du-
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rente 4 horas en atmosfera de hiardgeno.

La mezcla de reaccidn se filtrd a través de gel de si
lice obteniendose un Gnico prcducto (42 mgr) de p.f.=145-
1469C.

El tratamiento de este alcohol con anhidrido acético
en piridina rindid el correspondiente acetato, que fue --
identificado como ergost-7-en-3p-acetoxi (gr&fica IX).

MS; m/z (%): 442 (73, CyoH.00,) , 315 (18.5 , M- Collyg)
313 (53.2 , M'- AcOH- CHy =+ C,He).

donde el idén a 315 corresponde a la fragmentacidén simple

de cadena mientras que el ién a 313 se origina por elimi-

nacién de scético ¥y metilo seguida de retro Diels Alder

en el anillo A con ruptura de los enlaces C,+ C

1 10 yLC4-C5

RMN (8):5.2 (m, 1H, A7), 5.03 (1H, R, HCOAc), 2.02 (s, 3H,

2

R, COCOCH., ).
3 =3

La inyeccidn mixta en GLC [bv—l (1%), Ti=20096, T o=
3002C, flujo= 30 ml de helio por minuto} del ergost-7-en-
P-acetoxi y del acetato de G-5, mostrd gque el producto

minoritario de la mezcls de acetatos G-5 era el ergost-7-

en-3p-acetoxi (15.96 %). El producto meyoritario de esta

mezcla se identificd como el ergosta-7,22-dien-3P~acetoxi.

Hidrogenacidn del acetato de G-5.

50 mgr de la mezcle de acetatos de G-5 disueltos en
10 ml de eter se hidrogenaron usando Fé-C 21 10 % como ca

talizador (12 mgr).
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El producto de reaccidén se filtrd & traovés de pel de

sflice obteniendose un Gnico compuesto de p.f.= 105-108¢C

20
D

gost-8(14)-en-3p~acetoxi (gréafica X).

(x) = 0¢ (CHC13, c = 1.89) gue fue identificado como er

MS; m/z (%): 442 (57.6 , CyoHg(0,), 427 (53 , M' -CHy),
267 (7.3 , M'- CH,-ACOH), 315 (6.3, M+—CgH19
255 (11.6 , M - CgHyg= AcOH)

IR (em™1): 1723, 1260 (acetato), 1032.

RIN (§): 4.72 (m, 1H, R,HCOAc), 2.02 (s,3H, RyCOCOCH,).

Sustancia G~6: mezcla de perdéxido de ergosterol y 9(11)de-

hidro perdéxido de ergosterol.

El producto (0.8 gr) posee un p.f.=172-1762C, (a)zoz

-12.52 (CHC1 ¢ = 1.24). (grafica XI).

3’
MS; m/z (%): 428.%276 (4.8 , M{: CogH,405)s 426.3091 (1.2,
o , +
M= 028H4203), 596 (78, M;- 0,), 294 (16 ,
+
M- 02).
IR (em™1): 3600, 3610 (hidroxilo), 965 (perdxido).

RMN (8): 6.48 (AR, J:8.7,zl6 del 9(11)dehidro perdéxido de
ergosterol), 6.41 (AR, J:8.7,4A6 del perdéxido de
ergosterol), 5.2 (m,,gzz).

La relacidén cuantitativa de estos productos se obtu-

Vo por integracidén en su espectro de RMN (90 MHz) de los

Protones vinilicos del sistema AB y por el método de las

rotaciones 6pticas (ver parte tedrica); resultando que --

G-6 es una mezcla 82:18 del perdxido del ergosterol y de
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su 9(11 )aehidro derivado.

La acetilacidn de la mezcla G-6 (ACZO, py,20¢C, 24 h)

condujo a una mezcls de acetatos de p.f.= 192-1959C, (a)%c
= =30 (CHClB, c = 3.78). (gréfica XII).

. 9 ) ¢ +:: -t
MS; m/z (%): 470 (5.4 , My= Cy(H, (0,), 468 (2 , M} =Cq H,,

410 (15 , MI—ACOH), 408 (3.6 , M;—ACOH), 378

(100 , MI— AcOE - 0,), 376 (40 , M-

o -AcOH —02

TR (em~t): 1730, 1250 (acetato).

RMN (&§): 6.48 (AB, J=8.7,,A6 del acetato del 9(11) dehidro

perbéxido de ergosterol), 6.41 (AB , J=8.7,[§6 del

acetato del perdxido de ergosterol), 5.2 (m,[522)

5.0 (R,HCOAc), 2.01 (s, R,HCOCOCHz).

2

Fotooxigenacidén de ergosterol comercial con extracto bruto

del hongo Ganoderma sustrale.

100 mgr de ergosterol comercial disuelto en etsnol se
irradid durante dos horas con lémparas de luz de dia (2 X
100 W) bajo corriente de oxigeno, utilizando extracto bru
to del hongo G. australe como fotosensibilizador.

La mezcla de reaccién se filtrd a través de gel de si
lice obteniéndose un tnico producto de p.f.=178-1802C, (o)
= -259 (gré&fica XIII) que se identificd como perdxido de
ergosterol.

+

MS; m/z (%): 428 (10.5 , C 410 (17.6 ,M - H.0) ,

2854403 ) 2

396 (68.5 , 1" - 0,), 363 (72, ¥ -0,-H,0-CH

2700 2z /
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1K (cm—l): 7605 (hidroxilo), 970 (perdxido).

v (8): 6.42 (AB , J=8.7 , 2, AY), 5.2 (m, 2H, b

SINTESIS PARCIALES

Oxidacidn de Oppensuer del ergosterol.

Una disolucién de 1 gr de ergosterol y 2 gr de p-ben
zoquinona en 22 ml de tolueno, fue evaporads & presién re
ducida, hasta recoger 3 ml de destilado. Se afiadié 1 gr -
de terbutdxido de aluminio y la mezcla se mantuvo & reflu
jo durante 1 hora (178).

Uns vez fria la disolucidén se filtrd y el sélido ne-
gruzco se lav$é varlas veces con benceno caliente. E1 1i-
quido resultante se extrajo con una disolucidn acuosa di-
luida de Na(OH) y la capa orgénica se secé sobre NaZSO4.

3e obtuvieron dos compuestos que fueron separados --
por cromatografia en gel de silice.

a) compuesto de p.f.=113%2C que se identificd como er
gosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona en base & sus datcs esr=
pectroscépicos (grafica XV). La inyeccién mixta en GLC --
[ov-1 (1%), T,=2009C, T,=3002C, flujo= 30 ml de helio/min]
de este producto sintético con la grgosta—4,6,8(14),22-tg
traen-3-ona obtenida del hongo Ganoderma australe condujo

s una unica sefal (gréafica XV).
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L) kste producto fue identificado como ergoste-4,7,
22-trien-%-ona (gré&fica JXVI).
ME; m/z (%): 394 (9, CogH,n0), 379 ( 4.8 , KT - CHy),
+

+ .
269 ( 8.2 , M - C9H17), 267 (13 ,M - 09d17-2H

RMN (6): 5.8 (s, 1H, OCR-CH= CR, ), 5.2 ( m, 3H, A’y p%%)

Sintesis del ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3p-acetoxi.

Se obtuvo por adicién de una disolucién de 1.5 grs de

acetato de mercurio II en 8.5 ml de &4cido acético glacial
e otra disolucidn de 0.5 gr de ascetato de ergosterol en 7.¢
ml de dioxano absoluto hirviente (183,18%).
La ebullicidén se mantuvo durante 9 minutos con agitacidén y
luego se enfridé el matraz en un bafio de agua hielo. Cuando
el l1iguido alcanzd los 159C se filtraron los cristales ama
rillos de acetato de mercmrio I que se formaron en el -
transcurso de la reaccidn.

Al filtrado se le afladieron sin agitacidén 20 ml de me
tanol al 20 % y se dejé cristalizar a -109C. El precipita-
do cristalino se filtrd y secé y el producto resultante --
(0,23 gr) se liberé de las sales de mercurio por filtracid:
a través de altmina de actividad III, eluyendo con benceno

El filtrado se concentrd y cristalizd en metanol obtenién-

20
D

zs C = 0.56) gue se icentificd como ergosts-5,

dose un nico producto (0.18% gr) de p.f.=142-144°0C, (o)
= +190° (CHC1
7,9(11),22-tetraen-3p-acetoxi. (gréfica XVII).

UV X 2, (log€ ): 325 (4.08).
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Formacidn del acetato del 9(11)dehidro perdxido del erpos-

terol.

Todo el material anterior, (0.18% gr) de acetato de --
g(11) dehidro ergosterol, disuelto en 50 ml de etsanol con
0.15 mgr de eosina se irradid durante dos horas con dos --
ldmparas de luz de dia (2X 100 W) bajo corriente de oxige-
no (185,186).

El producto de reaccidén se percold a través de gel de
silice, se obtuvo un uUnico producto gque se identificd como
el acetato del 9(11)dehidro perdxido del ergosterol (gréafi
ca XX).

MS; m/2 (%): 468 ( 12.8 , C50H,,0,), 408 ( 24 , ¥ -AcOH )

376 ( 96.4 , M - ACOH - 0,), 251 (43.2, M-

CoHy o= ACOH = 0,).
TR (em™1): 1730, 1250 (scetato).

RIMN (6): 6.48 ( AB’ J:8.7’ 2H, A6)’ 5‘4 ( m, lH, A9(11))’

5.2 ( m, 2H, Azz)’ 4.2 ( m, llH’ R2ECOAC ), 2 (s,
)o

I
3H, R,HCOCOCH,

Formacidén del perdéxido del ergosterol.

0.1 gr de ergosterol comercial disuelto en 50 ml de -
etanol con 0.15 mgr de eosins se irradidé durante dos horas
con dos lémparas de (2X 100 W) bajo corriente de oxigeno -
(185,186).

El producto de reaccidn se percold a través de gel de
20

~
ty
Py

silice obteniendose un Gnico producto de p.f.=180°C, ()
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-702 (CHC1 ¢ = 0.98) (gréfica ZVIII) gue se identificéd

= 3)
como peréxido de ergosterol.

IR (em™1): 3605, 3450 (hidroxilo), 970 (peréxido).

pav (§): 6.41 (AB, J=8.7, 28, &%), 5.2 (m, 21, A%?), 3.9 -

(m, 1H, R,HCOH).

2

La acetilacibén de este perdxido ( Ac,0, py, 209C, 24
horas) condujo al correspondiente acetato de p.f.=200-202°C
(gréfica XIX).

0, . F + T
MS; m/z (%): 470( 9.8 , CyuH,0,), 410 ( 22 , M'- AcOH),

392 ( 35.5 , M- AcOE - H,0 ), 378 (100 , M'-
AcOH -0,), 285 ( 37.2 , M- CoHyq= ACOH ).

IR (em™1): 1730, ‘1255 (acetato), 975 (perdxido).

RN (6): 6.41 ( AB, J=8.7, 2H, A®), 5.2 (m, 28, A22), 2 (s,

5H, R,HCOCOCE

) ).

)

REDUCCION DE ENDOFEROXIDOS

A- Reduccidn con Zn.

El perdxido de ergosterol se disolvid en una disolucidn
Na(OH) en etanol y se tratd con cinc, la reaccidn se realizéd
con agitacidén y se siguidé por capa fina (183%,184).

La mezcla de reaecidén se filtrd a través de gel de sili
ce obteniendose un Gnico producto que se identificd como er-
gosta-6,22-dien-%p, 5, 8x-triol (gréficas XXI).
1S3 mez (%): 430 ( 3.8, C,gH,(0;), 412 (86 , M- H0), 394

+ +

(72.1 , ¥ - 20,0 ), 379 (57.2 , ¥ - 2H,0 —CH3
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276 ( 36 , ¥ - ZE,0 ).

p- Reduccidn con sodio en etanol.

El perbdxido de ergosterol se tratd con Na en etasnol -
(185) para originar un Gnico producto que se identificéd co

mo ergosta-7,22-dien-3p-ol.

C~- Reduccidn de Birch.

Se realizaron cinco experiencias sobre cinco sustratos
distintos, segin el procedimiento siguiente:

El esterol (o mezcla de esteroles) (1.0 mmol) disuel-
to en 2 ml de THF seco con 0.5 ml de t-butanol fue agitado
en la disolucidén azul’de Li (5.0 mmol) en amoniaco liquido
(75 ml) durante dos horas. Fasado este tiempo se afiadid --
una disolucién saturada de cloruro amdénico (50 ml) y se -
evapord el amoniaco sobrante. Extraccidén con eter y croma-
tografia en gel de silice did los productos descritos a --

continuacidn.

1- Reduccidn de la mezcla 82:18 del perdxido del ergosterol

¥y de su §(11)dehidro derivado, obtenida del hongo Ganoder-

ma gustrale.

Se obtuvieron dos productos:

a) ergosta-7,22-dien-3p~ol (80 %) de (d)%oz ~%60 (gré

Tica XXIT).
Uv ) mAxX (loge ): 214 (3.34), 255 (2.67) y 296 (2.73).
IR (em™T): 3600 (hidroxile).
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!

jan (8): 5.2 (m, 30, ATy A%, 3.5 ((m, R,HCOH)

b) ergosta-7,22-dien-3p,50~diol (15 %) (grafica XXIIT)

1S5 m/z (%): 414 ( 0.7 ,ChgH,c0,), 396 ( 61.5 , M- H 0 )

2

281 (18.2 , M'- H,0 ~CHy), 3#8 ( 3.0 ,M+-2H20)

363 ( 58.5 , M- 2H 0-CH ).

2

2- Reduccidbén del ergosterolw

Se obtuvo un Unico producto identificado como ergosta-

Ty 22-dien-3p-ol.

ersitaria, 2008

%7- Reduccidn de la mezcla 82:18 de ergosta-6,22-dien-3%p, S5q,

8x-triol yv de ergosta-6,9(11),22-trien-3p, 5, 8x=triol.
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Esta mezcla de trioles se obtuvo a partir de la mezclsa

T
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Digitalizas

natural 82:18 del perdxido del ergosterol y de su 9(11)dehi§

dro derivado por reduccidn con cinc¢ en KOH-dioxano.

© Del documento, los autors

La reduccidn de la mezcla de trioles en las condicio-
nes de Birch condujo a una mezcla del ergosta-7,22-dien-3p-
ol y ergosta-7,22-dien-3p,50~diol en una relacidén similar
80:15 a la obtenida por reduccién de Birch de la mezcla na

tural de perdxidos.

4- Reduccidn del perdxido del ergosterol.

La reduccidén de este perdéxido puro condujo a una mez-
cla 85:7 de ergosta-7,22-dien-3p-ol y de ergosta-7,22-dien



§- Reauccidn del 9(11)dehidro perdxido cel erposterol.

Este compuesto puro origindé por reduccién de Birch un

75% de ergosta-T7,22-dien-3p,5a~diol.

Oxidacidén del ergosta-7,22-dien-%p-ol.

Esta oxidacidén se reaitizd con reactivo Jones y con di-
cromato de piridinio,obteniendose por ambos métodos rendi-
mientos semejantes.

A- 0Oxidacidn con reactivo Jones

a) la preparacién del reactivo se realizé por mezclsa
directa de 27 gr de tridoxido de cromo con 2% ml de sulftri-
co concentrado y 77 ml de agua.

b) Sobre el compuesto (50 mgr ) disueltos en 2C ml de
acetona a 0°2C se fue afladiendo gota a gota el reactivo, has
ta gue la disolucidén tomd persistentemente un color naran-
ja. La reaccién fue seguida por capa fina y una vez conclul
da se destruyd el exceso de reactivo ccnm metanol.

La mezcls de resccidn fue purificadas por cromatografis
obteniéndose un producto de p.f.= 177-1809C gque fue identi-

ficado como el ergosta-7,22-dien-%-ona.

E~ Oxidacidn con dicromato de piridinio

a) El reactivo se obtuvo afiadiendo grsdualmente . 40 ml
© s o . -’ ~ P -
de piridina a una disolucidén de 50 gr de trioxido ae cromo
en 50 ml de agua a 252C, posteriormente se zfiadieron 200 ml

de acetona y se dejé enfriar a -%02C durante 12 horas. Fasa
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do este tilempo se separaron los cristales narenjas de 1'LC
por filtracién a vacio (222).

b) La oxidacién se reslizé en frio, por tratamiento gde
50 mgr de ergosta-7,22-dien-3p-ol con 70 mgr de PDC en di-
clorometano durante 8 horas. La mezcla de reaccién se fil-
tré a través de celita con objeto de separar las sales de -
CTromo .

Se obtuvo un producto de p.f.=175-176°C que se identi-

ficd como ergosta-7,22-dien-%-ona.
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PHELLINUS POMACEUS

Este hongo fue estudiasdo en tres ocasiones.
En el primer y segundo estudio el hongo fue recogido
en el bosque de los Tilos de la isla de la Palma en los me

ses de Enero y Agosto, siendo identificados el ergosta-7,

22-dien ~3%-ona, el ergosta-7,22-dien~-3p-ol y un nuevo tri-

terpeno tetraciclico del tipo del lanosterol lactonizado -
en la cadena y de férmula empirica CBOH4203°

En el tercer estudio el hongo fue recogido en el Bai-
ladero en la isla de Tenerife y en el mes de Agosto, ya des
de el principio el aspecto del percolado y de la cromato-
grafia general diferian mucho del primer y segundo estudio
por lo que se comprobd de nuevo que ambos ejemplares, el -
recogido en la Palma y el recogido en Tenerife, eran igua-
les botenicamente. En este tercer caso se identificaron --

ademés del ergosta-7,22-dien-~3-ona, cuatro triterpenos pen

taciclicos y dos nuevos productos de degradacién del lanos.

terol.

Desde hace tiempo, se sabe que los metabolitos aisla-
dos de hongos varian en cantidad e incluso en grados de ~--
oxidacién con las condiciones ambientales, época del afio,
medios de cultivo,etc, sin embargo en nuestro caso no solo
han variado las cantidades relativas, sino que ademés se
han originado diferentes esqueletos.

Hemos encontrado casos semejantes paras otros Basidio-

mycetes tales como: Ganoderma applanatum, Fomes oficinalis
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¥.pinicole, Poria cocos, Tramates odorata, etc.Cada uno de e

tos hongos -han sido estudiados por distintos autores y en -
distintos lugares, obteniéndose en cada caso productos di-
ferentes.

Todos estos hongos tienen una caracteristica comin: -
son parésitos de &rboles (1)

Este interesante hecho, lo hemos podido racionslizar -
basendonos en tres puntos fundamentales del metaebolismo de
los hongos:

1) El hongo por medio de su micelio ebsorbe indiscri-
minadamente la materia orgénica existente en el medio so- -
bre el que se desarrolls.

2) Los hongos al igual que las plantas no poseen siste
mas excretores, por lo que las sustancias absorbidas por el
micelio pueden ser transformadas o acumuladas, pero nunca -
expulsadas.

%) Una sustancia es transformada (inicamente si existen
las enzimas sapropiadas para la degradacidén. Estas enzimas -
involucradas en las rutas metabdlicas estén codificadas di-
rectamente por los genes, que son caracteristicos de cada -
especie.

La informacidén genética regula ademés la formacidn de
proteinas y de ciertos metabolitos "tipicos" de cada espe--
cie, por ejemplo la muscarina de la Amanita pantherina. Las
condiciones ambientales pueden hacer variar las proporcio-

Nes relativas de estos metabolitos #tipices", pero siempre
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estarén presentes en el hongo.

La materia orgénice sobre la cual se desarrolla el hon
go, aporta materiales que a veces no pueden ser metaboliza-
dos ¥y que por tanto se acumulan. Al variar el medio de cul-
tivo, las sustancias aportadas son distintas y por tanto -
dentro de una misma especie podremos encontrar distintos -
productos, dependiendo del medio que parasiten. Este efecto
acumulativo de metabolitos '"no tipicos" puede hacer gue una
sustancia de este tipo sea el producto mayoritario del ex-
tracto.

Es decir, se suman dos efectos, la informacidén genéti-
ce que regula la formacidén de proteinas y es la causante de
los metabolitos "tipicos" y la materia orgénica, necesaria
para el desarrollo de los hongos,que aporta metabolitos "no
tipicos" de la especie;

Todo lo anterior lleva a que la Quimiotaxonomia en hon
gos no es gplicable a nivel de metabolitos secundarios, so-
lo cuando hablemos de metabolitos "tipicos" o de proteinas
podremos agrupar las especlies quimiotaxonomicamente.

En la actualidad, se utiliza el andlisis de polisacéri
dos para diferenciar entre espécies taxondédmicas muy préxi-

mas (225).

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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TERCER ESTUDIO DEL HONGO PHELLINUS POMACEUS

Del extracto del hongo y tal como se muestra en la par
te experimental, se aislaron dos acidos grasos, un esteroi
de, cuatro triterpenos pentaciclicos y dos nuevos productos
de degradacién del lanosterol, cuya identificacién se des-

cribe a continuaciédn.

SUSTANCIA F-1

Fue obtenida del material insaponificable de las prime
ras fracciones de la cromatografia general.
El producto (220 mgr) cristaliza como agujas de p.f.=

2580(, (o<)12)0= _350 (CHCl,, ¢ = 2,26).

3
Su espectro de masas (gréafica XXIV) muestra un pico mo
lecular & 426,3855 correspondiente a la férmula empirica
CBOHSOO'
El producto, que forma una 2,4 dinitrofenil hidrazona
de p.f.= 278-2802 C, presenta en su espectro de IR una ban-
da a 1700 cm-1 que asignamos a una cetona saturadsa.

Su espectro de RMN no presenta sefiales vinilicas.

El compuesto F-1 se identificé como friedelina [iit.

(211): p.r.=262-263°C, (oX)} = -21{] .

La reduccidén de 100 mgr de friedelina (esquema V) con
LiAlH4 en eter condujo a dos productos epiméricos, cuyos -
€Spectros de masas (gréfica XXV) coinciden con los de un -

Monoalcohol triterpénico. Estos productos se identificaron
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en base a sus constantes fisices como:

a) epifriedanol (@—OH): se obtuvieron 65 mgr de produc

to de p.f.= 278-2792C, ()5’ = +20° (C1,C, ¢ = 0,3) [1it.
(211) p.f.= 275-2762C, (o= +12].

b) friedanol (ox-OH): se obtuvieron 20 mgr de producto -

de p.f.=3052C, (0)Zf= +140 (€1,0, ¢ = 0,2) [1it.(212): p.r.
- 30420, ()= +18].
Comparando los porcentajes obtenidos de friedanol y --

epifriedanol, se observa el claro impedimento estérico que

ejercen los grupos 4p-metilo (ecuatorial) y 5p-metilo (axisel)

a la entrada del hidruro por la cara p.

Esquema V
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SUSTANCIA k-2

Fue obtenida al igual que F-1 del material insaponificg
ble de las primeras fracciones de la cromatografia genersal.
El producto (86 mgr) cristalizé en forma de placas

hexagonales de p.f.=278-282¢C, (oc)%oz +14¢ (GHGl,, ¢ = 0,6)

39

Su espectro de masas (gréafica XXVI).muestra un pico -
molecular a 426,3856 correspondiente & CBOHSOO’ acompafiado
de pérdida de agua y metilo.

Su espectro IR presenta una banda a 3600 cm-1 corres-
pondiente a un grupo hidroxilo.

En el espectro de RMN aparece un multiplete en 5,54 §
que integra para un protén y otra sefial en 3,2 § asignable
al protén geminal al hidroxilo.

La acetilacién del producto con anhidrido acético y -
piridina condujo a un sblido cristalino de p.f.=29590,(a)go

= +15¢9 (CHC1 c = 1,1) cuyos espectros de masas y RMN coin

3,

ciden con los de un monoacetato (gréfica XXVII).

Figura VII
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El producto fue identificado como taraxerol (figura VIIs

[1it. (213): taraxerol p.f.=279-281eC, (x)p= +3, acetato des
taraxerol p.f.=298-2999C, ) = +13,8].
Es la primera vez gque se describe el taraxerol como prcs

ducto flngico.

SUSTANCIA F=3

Se obtuvo como un s6lido blanco (140 mgr) que cristali-
z6 de metanol como placas de p.f.=179-1809C, (a)%o =+99Q

(CHCl,, ¢ = 2,44).

iversitaria, 2008

Sus espectros de masas, RMN e IR fueron superponibles
con los del producto G-2 obtenido del hongo Ganoderma austrg

le por lo que identificamos este producto como ergosta-7,22-
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dien-3%-ona.

SUSTANCIA F-4

Se obtuvo como un aceite (70 mgr).

En su espectro IR (grafica XXVIII) se observan bandas -
fcido en 3600-2500 et y 1700 em™t y una sefial intensa en -
725 cm™? asignada a una cadena larga.

Su espectro de RMN muestra un triplete centrado en 5,3% .
8§ vy es caracteristico de Acidos gresos.

La metilacidén de F-4 con diazometano en éter condujo a
una mezcla de ésteres metilicos, que por anélisis de GLC,
Mostrd estar formada por dos productos (gréfica XXIX).

La inyeccidén mixta en GLC de la muestras metilada con -

Palmitato de metilo y con oleato de metilo, mostrd gue la -



mezcla estabs compuesta por palmitato de metilo (12,51 %) y

por oleato de metilo (87,49 %) (gr&fica XXIX).

SUSTANCIA F-5

Fue purificada a partir de su acetil metil ester. Se -
obtuvieron 32 mgr de producto que cristalizado de metanol -
di6 un p.f.=189-1922C, (005’ = +68¢ (CHC14, ¢ = 0,3).

Su espectro de masas (gréfica XXX) presenta un pico mo
lecular a 512 (C33H5204) acompafiade de pérdidas de acético
y metilo.

En su espectro de IR se observan bandas en 1725 y 1265
cm — correspondientes a ester - acetato. |

El espectro de RMN muestra dos singletes en 2 y:3,7 o
que integran para tres protones y-.que asignamos a un aceta-
to y a un ester met{lico respectivamente; en este espectro
se observa ademés una sefial centrada en 4,88 &§ correspon- -
diente a un protén vinilico.

Por hidrélisis alcalina de este acetil metil ester, se
obtuvieron dos productos:

&) Sustancia cuyo espectro de masas (grafica X¥XI) da

un peso molecular de 456 (CBOH4803) correspondiente a un =

fcido triterpénico con un tdnico grupo hidroxilo.

20 _

D +100¢2 (CHC1

b) Producto de p.f.::192-194°C, () 79 C=

0,2).
Su espectro de masas (gr&fica XXXII) muestra un peso -

molecular de 470 (C ).

3175003

En su espectro IR aparecen bandas de absorcidn en 352C
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y 1715 cm”1 correspondientes a un slcohol y a un ester me-

tilico respectivamente.

La sustancia F-5 se identificé como el Acido @—boswé—

llico (figura VIII) [iit. (214,216a): acetil metil ester -

del écido @-boswéllico p.f.=189-198¢¢C, (u)D= +722, ester -
metilico del fcido P-boswéllico p.f.=195-1962C, (o) = +1119
Es la primera vez que se describe el &cido @-boswélli-

co como metabolito fdngico.

Figuras VIII
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SUSTANCIA F-6

Se separd y purificé a partir de su acetil metil ester,
este cristelizé de metanol dando un p.f.=245-247°C, (a)goz

+56¢ (CHC1 c = 4,88).

79

Su espectro de masas (gréafica XXXIII) mostrd un pico -
molecular a 512(C33 50 5) seguido de las pérdidas de acéti-
co y metilo.

En su espectro de IR aparecen sefiales en 1715 y 1250 -
em™% caracter{sticas de ester acetato.

Su espectro de RMN muestra dos singletes en 2,05 y 3,62
§ que asignamos al acetato y al ester metilico, un triplete
en 4,53% § del protdén geminal al acetato y otro triplete en
5,27 & correspondiente a un protén vinilico.

Por hidrdlisis slcalina se obtuvieron dos productos --
que se identificaron como el hidroxiédcido (gréfica XXXIV) y
el ester metilico de F-6.

El tratamiento de este ester metilico con cloruro de -
benzoilo en piridina, condujo &l correspondiente benzoil me
til ester de F-6 (gréfica XXXV) que cristalizado de metanol

416 un p.f.= 211-2132C; ()5’ = +762 (CHCLl,, c-= 0,44).

3)

El producto F-6 se identificd como el acido ursdlico

(figura IX) [;it. (215,216b): acetil-ursolato de metilo p.f,
= 244-247°C, (q} = +589, benzoil ursolato de metilo p.f.=
212-21300, (o) = +7oj

El dcido ursélico no habie sido encontrado hasta el mo

mento sn hongos.
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Figure IX

SUSTANCIA F=T7-

El producto aparece en forma de 4cido (220 mgrs.) y se
purificd por cromatografia en altmina a partir de su ester
metilico.

Por cristalizacidén en metanol, se obtuvieron agujas de

(e}

f. =125 - 12692 C, (a)go = 101¢ (CHCl c = 3.61).

39

El compuesto que no precipita con 2,4 dinitrofenilhi-
dracina presenta en su espectro I.R. (gridfica XXXVI) una -
banda de absorcién a 1725 cm que se asigné a €steres meti
licos.

En su espectro de RMN aparecen las siguientes sefiales:

un singlete en 3.7 & que integre para seis protones y se -
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gsipnd & los metoxilos de dos ésteres metilicos, un ginrle
te en 1.25 & con integral para seis protones correspondien
te a dos metilos geminales a grupos carboxilicos y otras -
tres sefiales a 1.00, 0.97 y 0.78 § para tres metilos.

Su espectro de masas muestra las siguientes seriales

0, . b \ﬂ+ 4
m/z (%): 416 (20.9 , C,gH,0,), 401 (67.5 , u'- CH,), 369

(9.7 , M'- CH, - HOCHg), 357 (12.1, M- CO,CHz), 341 (100
+ 4 + -

M'- HCO,CHy - CHB), 309 (20.2 , M - HOCH - HCO,CH 5~ ChB) ,
281 (10.3 , M'= 2 HCO,CH,~ CH,).

El estudio del espectro de masas de este producto (fi
gura X) da inequivocamente la posicidén de los grupos ester
sobre el anillo A y sobre el carbono 20, este Gltimo da un

claro y caracteristico reagrupamiento de McLafferty (218 a)

La existencia de un doble enlace cuaternario en C-8 ,
se comprobd al someter el producto a una oxidacidén alilica
con tridxido de cromo en acido acético y benceno (219) (es
guema VI), se obtuvo una dicetona amarilla gque se comporta
como una especie guimicamente pura en cromatografia de ca-
pa fina.

El espectro de IR (grifica XXXVII) de este producto -
presenta bandas de absorcibén a 1725 y 1668 cm—1 asignables
a ésteres metilicos y al sistema 0=C-C=C-C=0 respectivamen

te, la absorcidn a 1668 em™! estéd de acuerdo con la mostra
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.\ g
Flrura 7

~CH,
—>262 ——~— 247 (6.2)

219(7.5) + 197(5.7) OCH
H 195(3.5) | °
221(8.9) <—7F;—<<" o
O
~HCO,CH, —
159(29.8) McLaffervy
161(25.7)
CO,CHy
167(11.8) 235(%.8)
/ 249(6.7)  181(200 77
“HCO.CH
107(4550) oz l—H002CH3
121(37.4)

—=CHg _199(9.2)
328 (2)

313(23.3) 253(13.3)

146 (4.3 ~"CHz 121(11.4)

160(7.9)r——=145(19.7)

—CH3




1
4.t

Lequemsa VI

CrO

AcOH

da en la literatura para agrupamientos dicetdnicos 7,11~
dioxo-8-en en otros compuestos esteroidales (220).
Su espectro de masas muestra el ién molecular a 444

(6, 026H 606)’ acompafiado de los fragmentos: m/z (%):

5

429 (3 , M'- CH), 385 (2.9, M- C0,CHz), 370 ( 2.5, et

- CHB_ COZCHB)’ Un estudio mas detallado del espectro de
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i
4

167(32)

Figura XI

249(12) OCH

O W

McLafferty
>
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CO_CH CO,CH4 188{5)§
276 . !
pt o 7604) 356(5.5)
~HOCH i
2 g/fgLOZCHB 173(7-5
108(32) . %
122(21) HO . :
AN g

149(23)

esta dicetona se muestra en la figura XI y coincide perfec-
tamente con las rupturas presentadas por los 7-ceto ¥y los
ll-ceto esteroides (218 b).

For reduccién de esta dicetona con cinc en &cido acéti
co (221) se obtuvo un producto cristalino de p.f.=185-188¢C
en donde se pudo observar a través del estudio de su espec-

tro de masas (gréfica XXXVIII) la desaparicidn del doble en



Fipgurs 711

— 145

V/ZéOCHB

122(35)

168(45)

'/ZHCOZCH3

108(3%6)

149(68)

lace cuasternario. Asi, se observa el idn molecular a 446

(1z.1 acompeafiado de las pérdidas de metilo y

metanol. Un estudio més detallado de este espectro se mues

tra en la figura XII.
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Lel estudio guimico y espectroscdépico del producto gue
nos ocupa podemos sacar las siguientes conclusiones:

a) Se trata de un terpenoide tetraciclico de férmulsa
empirica 026H4OO4'

b) Los cuatro oxigenos de la molécula se encuentran en
forma de ésteres metilicos sobre el anillo A y sobre el car
bono 20.

c) Posee un doble enlace en posicidén 8-9

d) Suponemos que se trata de un producto de degradacidn

del lanosterol.

Todo esto se confirmdé mediante un estudio de difraccidn
de rayos X. Nos encontramos ante un nuevo esqueleto carbona-
do derivado del lanosterol, como puede observarse en la figu
ra XIII, la formacidn de este nuevo producto implica la de -
gradacidén de la cadena lateral del lanosterol y la pérdida -
de un metileno del anillo A.

En base a todos los datos anteriores asignamos al pro-

ducto F-7 la estructura 4p,l4o-dimetil-A-nor-So-pregnen-8-en

4,20-dicarbometoxi, déhdole el nombre trivial de ester dime-"

tilico del &cido javieroico.

De lo expuesto asignamos a los derivados formados a par

tir del 4cido javieroico las estructuras del 7,11-dioxo-4PB,

14Q%dimetil—A—nor—Sd—pregnen—B—en—4,20-dicarbométoxi para el

Prducto de oxidacidén y la de 7,11-dioxo-4P,l4xX-dimetil-A-nor

So~pregnan-4,20~dicarbometoxi para el de reduccidn,
\__;
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SUSTANCIA F-8

Este producto (30 mgrs), cristaliza de n-hexano-acetona
dando un p.f. = 218 - 2222 C, da positiva la reaccidn de Lie
bermann-Burahard.

Su férmula empirica 023H34O3 fué confirmada por anéli-
sis carbono-hidrégeno (requerido C: 77,05 %, H: 9,56 % mos-
trado C: 76,76 %, H: 9,85 %).

El compuesto, que forma un precipitado anaranjado con -

2,4 dinitrofenilhidracina, presenta en su espectro de IR (gré

2008

fica XXXIX) sefiales a 3500 - 2400 y a 1680 - 1700 cm™ L que se

ersit

asignan a un 4cido y a una cetona.

Su espectro UV presenta tres méximos de absorcidn a 236,

realizada por ULPGC. Biblioteca Unive

24% y 296 nm de log &€ de %.25, 3.26 y 3.1 respectivamente.
Su espectro de RMN, recuerda en parte el producto ante-

v
rior, en el, aparecen tres singletes a 2.15, 1.25 y 0.66 &§ -
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con integral correspondiente a un metilo para cada uno de -
ellos y otra sefilal a 1.00 & con integral para dos metilos.

La sefial a 1.25 § se asigné a un metilo geminal a un -
grupo carboxilico, mientras que el singlete en 2.15 & se asig
né a una metilcetona.

Su espectro de masas presenta las siguientes sefiales --
m/z (%): 358.2501 (19.1, C,zHy,05), 343.2299 (16 , n* ~CH4),

+

298.2256 (22.4 , M -CH5=CO,H) y 297.2218 (95.9 , ¢ -CH,~CO, L*

3 2



Figura X1V

-CO H

1017, 92 206 152 _~%3137(11.6)

CHBCO+ 4%(98.6)

/
\

~COH
147(14f9————- 192 315(1.4)
~CHy
-C0,H
204(3) 255(15.6)
\CH3
189(7)

140
2605 o, \\\\\;
95(25.9)

175(5.8) 203(15.7)

El espectro de masas de nuestro producto fué comparado con el
del 5 o-pregnan-20-ona y con el de su 17 « isémero (217), - -
Coincidiendo con ellos en las rupturas de la metilcetona y de
los anilles ¢ y D.

En la figura XIV se muestra un estudio de este espectro
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(todas las rupturss han sido confirmadas por esgpectrometrie -
de masas de altes resolucidén), las fragmentaciones observadsas
hacen situar la metilcetona en posicién 20 y el grupo carboxi
sobre el anillo A del ciclo esteroidal.

A esta sustancia le hemos asignado la estructura del éci
do 20-0x0+-4B,l4cl~dimetil-A-nor-5x-pregnen-8-en-4-oico (éctido

phellinico) por analogia con el compuesto 4P,l4c-dimetil-A-

nor-5o-pregnen-8-en-4,20-dicarbometoxi estudiado anteriormen-

te y por razonss biogenéticas.
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PARTE EXPERIMENTAL
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1i#

ESTUDIO DEL HONGO PHELLINUS POMACEUS

El hongo Phellinus pomaceus es un hongo perenne de -
consistencia lefiosa perteneciente a la familia de las Po-
lyporaceas, clase Basidiomycetes, que se encuentra parasi

to sobre troncos de planifolios.

El hongo fue recogido en el Bailadero (isla de Tene-

rife) .en el mes de agosto.

EXTRACCION

15 kgr de hongo reducido a serrin se dejaron en mace
racién durante un mes en etanol, pasado este tiempo se ex
trajo con etanol en caliente.

El extracto se concentré y se extrajo de agua con --
cloroformo, la fase orgénica se secd sobre sulfato sodico
Yy se percolbé a través de alimina de actividad III. El fil
trado se concentrd para dar 151 grs de extracto que se --
cromatografiaron a través de 5‘kgr de gel de silice elu-

Yendo con n-hexano y mezclas de n-hexano y acetato de eti

lo.
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Sustancia F-1l: friedelinsa

La separacién de los productos F-1 y F-2, obtenidos
del material insaponificaeble de las primeras fracciones
de la cromatografia general, se realizb por cromatogra--
fia en columna de gel de silice impregnada en nitrato de
platea.

El producto F-1 (220 mgr) cristalizd como agujas de

p.f.= 258°C, (q)go = -35¢ (CHCls, ¢ = 2.26) (gréfica ---

XXIV).

. ,+_ .
MS, m/z (%): 426.3855 (21.2 , CBOHSOO), 411 (20.8 ,M CHB)
IR (em™1): 1700 (cetona), 1455, 1390.

Reduccidén de friedelina

100 mgr friedelina disueltos en 30 ml de eter con -
100 mgr de LiAlH4 se calentaron a reflujo durante dos ho
ras. El exceso de reactivo se destruyé con acetato de --
etilo, se afiadidé agua y se extrajo con eter.

Se obtuvieron dos productos que se separaron por --
cromatografia en columna de gel de silice impregnadas en
nitrato de plata.

a) epifriedanol (p-OH), se obtuvieron 65 mgr de pro

ducto dep.f.= 278-2799C, ()20 = +20¢ (C1,C, c = 0.3) -

4
(gré&fica XXV).

MS, m/z (%): 428 (9.7 , 0), 41% (15.3 , M'- CH

Ca0f5o 3 )5
395 (9.5 , M- CH, - H,0).
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b) friedanol (o-0OH) se obtuvieron 20 mgr de produc

to de p.f.= 3059C, (o0)3%= +149 (61,6, ¢ = 0.2) (gréfica
XXV).
° +-
MS, m/z (%): 428 (13.8 , C3OH520). 413 (37.5 , M CHB)’
395 (11.2 , M'= CH, - H,0)

Sustancia F-2: tarsasxerol

Cristalizé en forma de placas de p.f.= 278-2829C, -

()20 = +140 (CHCl5, © = 0.6) (gréfica XXVI).

-+

MS, m/z (%): 426.3856 (42.3 , C 0), 411 (24.8 , M'-

30850
+

+
CH3),302 (98 , M - 09H16), 287 (6%.6 , M -

« +
C9H16— CH3)’ 269 (24.9 , M - 09H16- CH3-H20)

204 (100 , ), 189 (16.7 ,M*-

C15toy C15Ho5

HZO - CH3)'

donde los fragmentos de masa 302, 287 y 269 son consecuen
cia de una RDA en el anillo D y los picos a 204 y 189 co-
rresponden a las rupturas de los enlaces 08-014 Yy 011—012.

IR (cm—l):

3605-3460 (hidroxilo).
RMN (6): 5.54 (m ,1H, a'%), 3.2 (1H, R,CHOH).

La acetilacidédn del producto (Ac20, piridina, 20°C, -

24 horas) condujo a un monoacetato de p.f.= 295°C, (d)goz
+15¢ (CHClB, c = 1.1) (gréafica XXVII).

+
MS, m/z (%): 468 (39.8 , C32H5202), 45% (21.2 , M - CHB)’

%293 (7.8 , M - CH,- AcOH), %44 (95 , M'-

3
CgHyg)s 329 (39.7 , M'= CgHyg- CHy),269 (33.4

+
M - C9H16- CHB-ACOH), 204 (100 ,015H24).
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)

IR (cm—l): 1725, 1265 (acetato).
RN (6): 5.54 (m, 1H,A7%), 4.48 (18, R,CHOAC), 2.02 (s,

3H, R,HCOCOCH,).

2

Sustancia F-3%: ergosta-7,22-dien-3%-ona

S61ido blanco (140 mgr) que cristalizd de metanol -

como placas de p.f.= 179-180°C, (q)%o - +9 (CHCl,, c=2.44)

3’

Sustancia F-4: mezcla de dcidos palmitico (12.51) vy olei-

co (87.49)

Se obtuvo como un aceite (70 mgr) (gréfica XXVIII).

MS, m/z (%): 282 (14.3 , C ) Acido oleico y 256

1853405
(63.2 , Cl6H3202) dcido palmitico.
1).

IR (cm~ 3600-2500 y 1700 (&cido), 725 (cadena larga).

RMN (§): 5.3 (t, J= 6, RHC=CHR); 1.2 (s, CH,).
La metilacién de F-4 (diazometano, eter, 09C) condu

jo & una mezcla que por anélisis de GLC [@V—l (1%), T

f
2009C, flujo= 30 ml de helio/min] mostrd estar formada

por dos productos, cuyas intensidades relativas 12.51 y
87.49 correspondian a tiempos de retencidén de 6.86 y 9.31
min., (gréfica XXIX).

Los dos productos fueron identificados en GLC por -
comparacién con muestras comerciales como palmitato y -

0leato de metilo.

MS, m/z (%): 286 (2.2 , Cl9H36O2)’ 270 (4.1 , Cl7H34O2).
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=1y, 1730, 1260 (ester).

IR (cm
RMN (§): 5.3 (t, J=6, RHC=CHR), 3.61 (s, RCO,CHz ), 2.33

(c, J=8, RCH,CO,CH,).

2772

Sustancia F-5: acido Pp-boswéllico

El producto se purificd a partir de su acetil metil
ester por cromatografia en gel de silice impregnada en ni
trato de plata, la separacidén se siguié por GLC, se obtu-
vieron 32 mgr de producto de p.f.=189-192°C, (a)go = +68°

(CHC1l,, ¢ = 0.3) (grafica XXX).

3’
N, +-

S, m/z (%): 512 (8.3 , Cy;Hc,0,), 452 (12.1 , M'~ AcOH)

437 (100 , M'- AcOH -CHy ), 377 (23.2 , M-

AcOH -CHy- HCOZCHB), %25% (13.6 , MT~ AcOH -

CHB- C6H12)-

donde la pérdida de C6H12 proviene de la eliminacidn del

anillo E.

_1):

IR (cm 1725, 1265 (ester y acetato).

RMN (§): 4.88 (m, 1H, AT2), 3.7 (s, 3H, RCO,,

R,H~COCOCH, ).

Por hidrdlisis alcalina con NaOH metanélica al 10 %
8e obtuvieron dos productos.

a) &cido P-boswéllico (gréfica XXXI).

+

MS’ m/Z (%): 456 (32 b C30H4803), 441 (16.4 ’ M -
(15.9 , M'- CHy- H,0), 357 (92.3 , M- CH -

N+_ —_ — I
C6H12)’ 311 (78.1 , M CH3 C6H12 hzcoz),

+
20% (11.1 , C,eHog~ CHB), 19% (14.9 , M - CH

CHz), 2 (s, 3H

CH3)’423
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-Cl6H26- COZH).
donde las fragmentaciones a 357 y 311 u.m. corresponden
a la eliminacién del anillo E y los iones a 203 y 193 u.
m. a una retro Diels Alder producida a partir del doble

enlace en posicidén 12, con ruptura de los enlaces Cq-C11

y 08-014.( La pérdida de &cido como CO,H.,, poco frecuen-

272
te en &cidos normales, se presenta con asiduidad en tri-

terpenos que poseen el agrupamiento 4-metil-4-carboxi).

b) metil ester del dcido B-boswéllico, p.f.=192-194¢

(002° = +1000 (CHCl, c = 0.2) (gréfica XXXII).

o) - +
MS,m/z (%):470 (15.9 , C3yH;,05), 455 (7.8 , M'- CHy ),
437 (6.7 , M'- CH

3520(hidroxilo), 1715 (ester).
12)

-0H).

IR (cm-l):
RMN (8§): 4.88 (m, 1H, A , 3.69 (s, 3H, RCOZCEB), 1.25

(s, 3H, CH;CR,C0,CH,).

Sustancia F-6: édcido ursdlico

Se purificé a partir de su acetil metil ester, se -

obtuvo un producto de p.f.=245-247°C, (d)go = +569(CHC.13

c = 4.88) (grafica XXXIII).
- x+_
MS, m/z (%): 512 (3.2 , 033H52O4), 452 (15.1 , M - AcOH)
437 (2.8 , M- AcOH - CH, ).

IR (cm_l): 1715 y 1250 (ester acetato).

RMN (6). 5.27 (t, J:4-5, lH; Alz)’ 4.53% (t: J=9: 1H,

R,HCOAc), 3.62 (s, 3H, RCO

R3COCOCH

,CHz), 2.05 (s, 3H,

3 )
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Yor hidrdlisis alcaling con NaUn metandlico al 10% se
obtuvieron dos productos:

a) &cido ursblico (gréfica XXXIV)

MS, m/z (%): 456 (2.7 , 030H4803), 248 (100 , 016H2402) ’
208 (10.7 , 014H24o), 203 (63.7 , CygHpg0p -
COZH), 190 (14.9 , CypHp,0 - H,0).

donde los iones a 248 y 208 u.m. se originan por retro-Diels
Alder a partir del doble enlace en posicidén 12, con ruptura

de los enlaces 09-011 y 08-014.

b) éster metilico del Acido ursdlico, este se tratd con
cloruro de benzoilo en piridina a temperatura ambiente duran
te 24 horss, para dar el benzoil ursolato de metilo de p.f.=

211-2139C, (c0)2”= +76¢ (CHC1,, ¢ = 0.44) (gréfica XXXV).

IR (cm-l): 1715 (ester), 1600 (arilo), 1280 (benzosato).

RMN (§): 7.2 (5H, arilo), 5.28 (t, J=4.5, EH, A12), 4.75

(t, J=9, 1H, RZECOBz), 3.62 (s, 3H, RCOZCHB)'

Sustancia F-7: éster dimetfilico del &cido javieroico: 4p,l4c

dimetil~A-nor-5o-~pregnen-8-en-4,20-dicarbometoxi.

Se purificd por cromatografia en allmina & partir de su
ester metilico, se obtuvieron 220 mgrs de producto,-que cris
talizé de metanol como agujas de p.f.= 125-126¢¢C, (a)%oz 101¢

(CH013, c = 3.61) (grpafica XXXVI).
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. ] A
MS, m/z (%): 416 (20.9 , C26H4OO4), 401 (67.5 , M ChB) ,

%257 (12.1 , M - CO,CH,), 341 (100 , M¥- HCO,CE.,
% 273
+
-CHB), 313 (2%.3 , M - CE5-CH,CH = S—OCHB)
3 OH
281 (10.3 , M'- 2 HCOZCHB-CHB).
IR (em™1): 1725 (ester metilico).
RMN (§): 3.7 (s, 6H, 2 RCOCH;), 2.8 (m, 1H, Cg-H), 2.5 (m,
R20§COZCH3), 1.25 (s, 6H, 2 C§30R2002R’), 1.00 (s,
3H, CEB), 0.97 (s, 3H, cgs), 0.78 (s, 3H, cga).

Oxidacién alilica del ester dimetilico del &cido javieroico

Como resctivo para la oxidacidén se utilizd una disolu-
cién saturada de tridxido de cromo en écido acético:agua
(90:10).

120 mgrs del producto F-7 se disolvieron en benceno y
se afiadié el reactivo, la mezcla se dejdé reaccionar con -
agitacidén a temperatura ambiente durante 24 horas (219), pa
sado este tiempo se neutralizd con una disolucidn saturada
de bicarbonato sbédico y se extrajo con benceno, la fase or-
génica se secd sobre sulfato sbédico y se filtrd e través de
alamina.

Se obtuvo un Gnico producto (110 mgrs) que fué identi=
ficado como el T,11-dloxo-4B,l4x-dimetil-A-nor-5-pregnen-

8-en-4,20~-dicarbometoxi (grafica XXXVII).
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1S, m/z (%): 444 (6 ’ CZ6H3606)’ 429 (5 ’ M+- CHB), %85

+ + s I
(2.9 , M - COZCH3), 370 (2.5 , M - ChB-COQCHB).
IR (cm-l): 1725 (ester), 1668(dicetonsa).
RMN (§): 3.68 (s, 6H, 2 RCO,CHz), 2.5 (m, R,CHCO,CH,), 1.25

1.21 y 1.18 (158, 5 CEB).

Hidrogenacidén del 7,11-dioxo-4B,l40~dimetil-A-nor-5c-preg-

nen-8-en-4,20-dicarbometoxi.

110 mgrs de producto se trataron conm 10 ml de Acido -
acético y 0.7 grs de cinc en polvo durante una hora (221).
El &cido acético se elimind a vacio y el producto de reac-
cién se filtrd a través de gel de silice.

Se obtuvo un Unico compuesto que se identificd a par-
tir de sus datos espectroscbdpicos como el T,11-dioxo-4p,14
*-dimetil-A-nor-5o-pregnen-4,20-dicarbometoxi (gréfica - -
XXXVIII).

" oY » v ot
MS, m/z (A)- 446 (12.1 ’ 026h3806)’ 4%1 (9 s M —CHB), 415

(19.2 , M+-CH30), 386 (25.3 , MT-HCO CE5)

2

258 (21 , M - CH CH=C-OCH3)

37
OH

RMN (§): 3.68 (s, 6H, 2 RCOZCEB), 1.25 y 1.20 (15 H, 5 CH )
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sustancia F-8: Acido phellinico: fGcido 20-0x0-4p,140~-Cimetil~

L-nor-5o-pregnen-£-en-4-0ico.

El producto (30 mgrs) didé un p.f.= 218-222°C (gréfics
XXXIX).
MS, m/z (%): 358.2501 (19.1 , C,3H4,05), 343.2299 (16 , M-

CHB), 208.2256 (22.4 , M - CHy - CO,H), 297.2218

- CO,H,), 255 (19.6 , M - CH.CO-

.+.
(95.9 , M - CH z

>

- CH3— COzH).

Andlisis:
H&llado..-----.-........C=76.76 129.85

:C=77.05 H=9.56

Calculado para C

2355403
UV ), (log€): 236 (3.25), 243 (3.26), 296 (3.1).

IR (em™1): 3500-2400, 1680-1700 (&cido y cetona).

RMN (&): 2.9 (t, J=9, C.-H), 2.15 (s, 3H, CH,COR), 1.25 (s,

5 3

3H, CHg), 1.00 (s, 6H, 2 CH;) y 0.66 (s, 3E, CHy).

5)s 3
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Gréifica
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Grafics
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Gréfica

Grafica

Grifica

Grifica

Gréfics

Grifica

INDICE DE ESFECTROS

I: linoleato de etilo.

II:ergosta-7,22-dien-3-ona

III:ergosta-4,6,8(14),22-tetraen~-3-ona.

IV:mezcla de &cidos docosanoico, tricosanoico, tetra-
cosanoico, pentacosanoico ¥y hexacosanoico.

V: mezcla de docosanoato de metilo, tricosancato de
metilo, tetracosanocato de metilo,pentacosanosto -
de metilo y hexacosanocato de metilo.

VI: mezcla de docosanoato de etilo, tricosancato de
etilo, tetracosanoato de etilo, pentacosasnoato -
de etilo y hexsascosancato de etilo.

VII: mezcla de ergosta-7,22-dien-3p-ol yergost=7-en-

3p-ol.

VIII: mezcla de ergosta-7,22-dien-3P-acetoxi y ergosi

—7—en-3@—acetoxi.

IX: ergost-T7-en-3p-acetoxi.

X: ergost-8(14)-en-3P-acetoxi.

XI: mezéla de perdxido de ergosterol y de su 9(11)de
hidroderivado.

XII: mezcla de acetatos del perdxido del ergosterol
y de su 9(11)dehidro derivado.

XIII: perdxido de ergosterol procedente de la fotooxi

genacidén del ergosterol con extracto del hcngo
G. australe.

XIV: ergosterol.
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Grafica XV: ergoste-4,6,8(14),22-tetraen-%-ona sintética.

grafica XVI: ergosta-4,7,22-trien-3-ona.

Gréafica XVII: ergosta—5,7,9(ll),22-tetraen-3p—acetoxi.

Grafica XVIII: perdxido del ergosterol sintético.

Grafice XIX: acetato del perdxido del ergosterol.

Gréafica XX: acetato del 9(11) dehidro peréxido del ergosterol

Grafica XXI: ergosta-6,22-dien-3p,5«,8o-triol.

Gréfica XXII: ergosta-7,22-dien-3p-ol sintético

grafica XXIII: ergosta-7,22-dien-3p,5x-diol.

Grafica XXIV: friedelina.

Grafica XXV: friedanol y epifriedanol.

Gréfica XXVI: taraxerol.

Gréfica XXVII: acetato del taraxerol.

Gréafica XXVIII: mezclas de &cidos palmitico y oleico.

Grafica XXIX: mezcla de palmitato de metilo y de oleato de me
tilo.

Grifica XXX: acetil metil ester del &cido p-boswéllico.

Gréfica XXXI: 4cido p-boswéllico.

Grafica XXXII: ester metilico del &cido p-boswéllico.

Grafica XXXIII: acetil ursolato de metilo.

Grédfica XXXIV: &cido ursdlico.

Grifica XXXV: benzoil ursolato de metilo.

Gréfica XXXVI: ester dimetilico del &cido javieroico: 4B, 140~
dimetil-A-nor-5«-pregnen-8-en-4,20-dicarbome-

toxi.

ersitaria, 2008

n realizada por ULPGC. Biblioteca Univ

© Del documento, los autores. Digitalizaciol



Grafica XXXVII: 7,1l-dioxo-4p,l4o-dimetil-A-nor->x-pregnen=
8-en-4,20-dicarbometoxi.
Gréfica XXXVIII: 7,11-dioxo-4p,l4o-dimetil-A-nor-5Sci-pregnan-
4,20-dicarbometoxi.
Gré4fica XXXIX: écido phellinico: 20-oxo-4p,l4o-dimetil-A-
nor-5«-pregnen-8-en-4-o0ico.

Gréfica XL: estigmastenona y o—estigmasterol.
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ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ESTEROIDES

Desde hace afios la espectroscopia de masas se ha mos
trado como una excelente técnica pera la identificacidén -
(1-3), localizacién de grupos funcionales (4) y diferen-
ciacién de especies isoméricas (5-7) de esteroides.

En este apéndice ¢ se realiza un estudio de los es-

pectros de masas de catorce esteroides (I a XIV), anali-

zando la influencia de los grupos funciongles.sobre los =

mecanismos de ruptura (8,9).

ELLELELLLELLLLLLLELLELEL

@La numeracidén de productos, esquemas y bibliografis de -
este apéndice es independiente de la del resto del traba-
jo.

Las férmulas empiricas de las fragmentaciones aludidas en
el texto han sido confirmadas por espectroscopia de masas

de alta resolucidn.
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Existen similitudes en todos los esgpectros de masas
estudiados. Asi,la ruptura de cadena suele originar una
seflal intensa. Sin embargo, el mecanismo de esta elimina
cién varia en funcibén de los dobles enlaces y grupos sus
tituyentes de la molécula. Hemos observado para los A 22

esteroides dos tipos de fragmentaciones Cl7-020'

1) Fragmentacidn sin migracién de hidrégeno, que se

origina mediante una ruptura alilica simple, segin el es

4
/ i
®
\ > H
ién a

2) Fragmentacién con migracidén de dos hidrégenos al

quema 1.

_) o "

Esquema 1

doble enlace de la cadena con participscidén del metilo -
18 (10) como se muestra en el esgquema II.

En la tabla I se muestran las intensidades de los -
iones (&), (a”°) y (b) para los compuestos I a XIV; cuan-
do existen grupos fédcilmente eliminables, la ruptura de
cadena se observa también sobre los productos de eliming

cién ( tabla II ).
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ESQUEMA 11

R
ﬁ) jﬁ + \/\/'\'/
o
—_—
idn b
‘abla I
‘roducto, M (%) (%) a” (% b (%)

I 412 (41.9) 273 (43.0) 369 (19.4) 271 (100.0)
II 424 (42.1) 285 (58.5) 381 (45.4) 283  (41.6)
1T 396" (19.3) 271 (50.4) 353 (12.3) 269 (100.0)
IV 398 (23.4) 273 (22.8) 355  (5.3) 271  (56.2)

v 442 (57.6) 315 (6.3)

VI 394 (17.0) 269 (26.0) 351 (5.0) 267 (48.0)
VII 392 (26.3) 267 (69.3) 349  (2.9) 265 (5.1)

X 396 (10.0) 271 (8.5) 269 (8.5)
XIT 428 (9.3) 303 (6.6) 385 (4.1) 301 (7.0)
XIV 468  (2.2) 343 (2.3) 425 (1.4) 341 (2.8)
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“bla II

~oducto; reaccidn de Pérdida de grupo funcional y pérdida
eliminacidn de cadena con formacidén de iones tipo
' a (%) b (%)
I 412 (41.9) ~H20 394 (1.4) 255 (44.4) 253 (5.4)
, 2, ]
Y 398 (23.4) ‘Hzg 380 (1.0) 255 (29.4) 253 (7.3)
v o442 (57.6) 29N 387 (2.8 255 (11.6) S
-1 414 (0.7) “Hzo; 396 (61.5) 271 (22.8) 269 (11.2)
._.2- ) '
Hzo; 378 (3.0) 253 (28.3) 251 (3.5)
. -H.O
X 430(1) 2;- 412 (28.3) 287 (5.5 285 (1.9
2H.O | ( |
T2 394 (23.5) 269 (14.1 267 3.8
= 3 : ( ) ( )
i) 376 (10.6) 251 (51.3) 249 (4.4)
(I 438(7.8) ASRHy 3.5 (g5 7) 253 (4.4) —
_ -0
T 428(9.3 2 396 (58.5 ]
) 5 ( ) 271 (6.6) 269 (6.0)
1 470(2.2) 225 378 (s5.5) 253 (5.9) 251 (4.4)
R 468(2.2)—AC8H 376 (22.2) 251 (9.9) 249 (§.7)
-0
2
A partir de estos datos hemos sacado las siguientes
conclusiones:

bles enlaces en los anillos B, C y D,

1) Pars A7 esteroides sin sustituyentes ni otros do

la intensidad del

ién (b) es aproximadamente el doble de la del ién (a).

2) Dobles enlaces conjugados en el anillo B o susti

tuyentes y dobles enlaces en el anillo C disminuyen la -

intensidad del ién (b) hasta hacerls igual o inferior a -

la

del idn (=a).
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3) En la tabla II se observa que sobre los produc-
tos de eliminacidén de grupo funcional el ion predominan
te en la ruptura de la cadena es el ién (a). La crea- -
cién de nuevas insaturaciones, que disminuyen la tenden
cia del nucleo esteroidal a ceder hidrdégeno, puede ser
la causa de este comportamiento. Asi, para el compuesto
VII, muy insaturado, se presenta un pico de masa 268
(97.5 %), que corresponde a la ruptura de cadena con mi

gracién de un hidrogeno hacia el nucleo.

Ademés de las fragmentaciones de cadena, las ruptu
ras descritas en el esquema III son tambien comunes pa-
ra esta serie de compuestos, aunque como en el caso an

terior los mecanismos varian segin la funcionalizacidn.

H R
I 4
16

—>H 2H

\
d

-
LY

Esquema III

Los iones (c¢), (d), (d"), (a-Me), (e) y (f) se ori
ginan a partir de todos los compuestos estudiados, aun-

que para los esteroides VIII a XIV, solo se observan con

>c > c M8 g —f*c
15 ’
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intensidad significativa sobre los productos de eliminsa-
cién de grupo funcional. Para estos productos VIII a XIV
el ién (d°) es el mas intenso de los originados por frag-
mentacién del anillo D. Este ién proviene en un 79-76 %
de la escisidén de los enlaces 13-17 y 14-15 con migra- -
cién de un hidrdgeno predominantemente de 1la posicidn 14.
El resto se origina por pérdida de metilo a partir del -
ién (c¢) (11,12).

En los compuestos II, V y VII (tabla III) que no po-
seen hidrégeno en posicién 14, el ién (d°) se presenta --
también con intensidades elevedas. En este caso 1la migra-
cién debe provenir de lss posiciones 8 Yy 12, aunque es -
previsible que en II, (d°) proceda fundamentalmente del -
ién (c) por pérdida de metilo. En V y VII la migracién --
puede producirse asimismo de la posicidén 14 a partir de -
los productos de transposicién del doble enlace 8-14.

En los compuestos V y VII, se observa también 1ls for
macién de un ién (c¢”), con intensidaad semejante a la del
ién (c). Esta nueva fragmentacidén, descrita con anteriori

dad para otros A8(14)

ésteroides (1%), se produce por fi-
sidén de los enlaces 13-14 y 15-16 con migracién de dos hi

drégenos del fragmento cargado.
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Tabla 111
Producto c (%) a(%) a’ (%)
I 246 (23.7) 232 (5.0) 231 (15.2)
IT 258 (6.3) 244 (3.8) 243 (15.6)
III 244 (19.3) 230 (7.6) 229 (25.7)
v 246 (16.3) 232 (3.0) 231 (10.1)
v 288  (3.3) 274 (2.5) 273 (5.4)
VI 242 (8.0) 228(20.0) 227 (12.0)
VIT 240 (8.3) 226 (5.8) 225  (6.9)
X 244  (2.5) 230 (3,0) 229 (2.0)
8eBe B R &R A& BBl
"poducto e (%) £(%)
L 177 (3.3) M0 159 (17.3) 163 (9.0) M2 145 (19.9)
1 175 (7.2) 161 (5.3)
111 175 (9.2) 161(20.0)
v 177 (2.1 M0 159 (17.0) 163 (3.6) ~2% 145 (19.1)
v 221 (1.0) —RCOH 161 (8.4) 207 (0.5) —2c%X147 (15.9)
V1 173(16.0) 159 (19.0)
VIT 173(17.3) 159 (4.4)
X 175 (6.0) 161(10.7)
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Aungue en la formacién de los iones (e) y (f) (es-
quema III) se observa la migracién de un nico hidrdgeno
hacia el fragmento que contiene la cadena, el mecanismo
es méds complejo. Asi, la formacibén del ién (f) implica -
una triple transferencia de hidrdgeno entre las posicio-
nes 5,°8 y 14, que parece estar relacionada con la confi
guracién de C~-5 (11,14).

Nosotros no observamos diferencias que relacionen -
la gusencia de hidrdgeno en 5 u 8 con la intensidad del
ién (f), aungue hemos advertido algunas modificaciones -
sobre el mecanismo.

Asi para que se escinda el anillo C en V y - VII, se
tiene que producir una transposicién del doble enlace --
8-14, en este caso, la migracién de hidrdgeno ocurre en
sentido contrario al expuesto en el mecanismo general ;
en el esquema IV desarrollamos una posible ruta pare la

formacibén-de los iones (e) y (f) en estos compuestos.

R
jgﬁ
~-le A
—_—
&~ \L
. R

Ton e

ESQUEMA IV
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HO

Fara el compuesto IX, la formacidén del ién (e) de
masa 209 (9.3) es la fragmentacién més intensa obtenids
a partir -del ién molecular. La participacién del hidro-
xilo en 8 en la rgptura del enlace 8-14, asi como la al
ta estabilidad del idén resultante, son la causa de este
comportamiento; en el esquema V se expone un posible me

canismo para la formacidn de este idn.

ESQUEMA V

|
!

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Uni

“oH ~le” Wgh
®

o
I

HO

OH

Aungue los icnes (e) y ¢f) se observan en todos los
compuestos estudiados, en los productos X arXIV se pre--
senta ademfés una alta tendencia a la aromatizacibén, mos-
trando los fragmentos de masa 128, 143% y 158, tipicos de
5,7

los A esteroides (15) (esquema VI).
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ESQUEMA VI

X(11%)
XI1I1(4.1%

XIV(3.8%
m/z=158

RO
X,XI

RO II

XII,XIII1

X(16 %)
XITI(9.3%
XIV(9.8%

[ :
© X(20 %)

= .O J
AcO N -0, XIT1(4.6%

XTIV XIVv(4.2%
m/z=128

Sobre el anillo B de esteroides se encuentran dos rup
turas comunes a los compuestos I a VII (esquema VII). Para
las cetonas o, pP-insaturadas 1I, VI y VII, los iones (g) ¥y
(h) se originan con migracidén de un hidrdgeno hacis el - -
fragmento ceténico, mientras que para I, III, IV y V la --
formacidén de (g) y (h) ocurre con una migracién de hidrége

no en sentido contrario.
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Esquema VII

T

En los‘A7 esteroides I, III y IV, la reaccién de re
tro Diels Alder da origen a iones (h”) cuyas intensidades
son muy inferiores a las del ién (h). Los resultados se

muestran en la tabla IV.

Respecto al anillo A, el grupo hidroxilo en posicidn
3, induce dos fragmentaciones que implican la pérdida de
57 ¥ 72 unidades (sus mecanismos se exponen en el esque-
ma VIII); estas rupturas se observan sobre el producto de
eliminacidén de la cadena, con una intensidad media del 9%
en I y IV. En los 5o-hidroxi esteroides VIII y IX solo se
aprecia la pérdida de 72 unidades (16) con intensidades -
del 11 y 12 %. La preferencia de esta eliminacién se fun-
da en la alta estabilidad del ién formado. Para el sasceta-
to V, se produce también la reaccién de eliminacidn de --

dcido acético, seguida de retro Diels Alder.
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Tabla IV

Producto g(%) h(%) h” (%)
I 125 (3.6) “H20 107 (s2.2) 111 (5.7) "M% 93 (33,7 112 (1,2) 7129 94 (12 ]
11 123(14.8) 109 (13.9) :
11 123(19.6) 109 (31.1) 110 (5.3) :
~H,0 | | | ~H,0 ~-H,0 :
Iy 125(13,3) 7729 107 (42.2) 111 (3,3) 712,93 (25.4) 112 (0.6) 2" 94 (8.
| ~AcOH

v 167 (0.4) ~AcoH 107 (21.7) 153 (0.4) ——>93 (12.5) g

VI 123 (8,6) ~ 109 (21.0)

VII 123 (7.8) 109 (19.4)




HO

ESQUEMA VIII

=

CH
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Puntos de fusién

Fueron realizados en un aparato Kofler Yy estén sin

corregir.

Actividades Sépticas

Se hicieron en un polarimetro Perkin- Elmer 141,
usando cloroformo y tetracloruro de carbono como disol-

ventes, en células de 1 cm.

Espectros UV

Se hicieron en un asparato Perkin- Elmer 402, utili

zando etanol como disolvente.

Espectros IR

Fueron reslizados en nujol, cloroformo o film en =

un aparato Perkin-Elmer 257, usando células de 0.1 mm.

Espectros de masss

Se hicieron en un V.G. Micromass LTD - ZAB - 1F
.Y -en un espectrdédmetro Hewlett-Packard, mod. 59%0 A, a -

un potencial de ionizacidén de 15 & 70 e.V.
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Espectros de RMN

Fueron trazados en un espectrdmetro Perkin - Elmer
R-12B (60 MHz) & en un R-32 (90 MHz) utilizando tetrame
tilsilano como referencia interna y cloroformo deuterado
como disolvente.

Los desplazamientos gquimicos se dan en unidades 6.
Los acoplamientos se describen como s, singlete; t, tri
plete; ¢, cuartete; m, multiplete, las constantes de --

acoplamiento se dan en Hertz.

Cromatografia de gases

Se realizbd con un aparato Perkin - Elmer 900.

Cromatografia en capa fina

Se utilizd gel de silice G de la casa Merck, sola o
impregnada en nitrato de plata al 20 % usandose diferen-
tes mezclas eluyentes.

Las placas se revelaron con oleum (HZS : HOAc

O4

H20 , 4:80:16) calentando a 1202C durante unos minutos.

Cromatografia en capa gruesa

Se 1llevé a cabo en placas hechas con las siguientes
mezclas segin su grosor:

O0.75 mm T75gr de gel en 155 ml de agua
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1 mm 100 gr de gel en 210 ml de agusa
0.5 mm 50 gr de gel en 100 ml de agua
Una vez realizeda la mezcla y extendide sobre las

placas estas eran activadés a 1302C duraente 6 & 7 horas.

Cromatografia en columns

Se usé gel de silice Merck de grano 0.2:a 0.5 mm y
de 0.5 a 0.02 mm.
La -cromatografia en gel de silice - nitrato de plata

se hicieron al 20 %.

Secado de disolventes

Los disolventes se secaron a partir de sodio.
En los procesos de extraccién de las mezclas de reac
cidén y cromatografia los disolventes se secaron sobre sul-

fato sbdico.
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CONCLUSIONES
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Con este trabajo se inicias uns nueva linee de investi
gacidn sobre metabolitos de hongos superiores, enfocada ha

cia el aislamiento y estudio de terpenoides.

CONCLUSIONES

l1- Se resliza una revisién de triterpenos Yy esteroides de

hongos que agrupa 198 especies.

2~ Se obtienen del hongo Ganoderma australe seis &cidos ~-
grasos identificados como:édcidos linoleico, docosanoico, -
tricosanoico, tetracosanoico, pentacossnoico Y hexacosa=. .-
noico. Ademés se aislan otros seis esteroides identifics-
dos como: srgosta-7,22~dien-3-ona, ergosta-4,6,8(14),22-te
traen-%-ona, ergost-?—en—Bp—ol, ergosta-7,22~dien~3p-ol, -
50680&epidioxi—ergosta-6,22-dien—3?-ol Y 5,8c~epidioxi-er
gosta-6,9(11),22—trien-3p~ol.

4~ Todos los esteroides aislados del hongo Ganoderma aus--

trale han sido correlacionades quimicamente con el ergoste

rol.

5~ Se sintetizan via ergosterol los siguientes esteroides:
ergosta-4,7,22-trien-%-ona, ergosta-7,22—dien—3p,5drdiol,
ergosta—6,22-dien—3p,5a,8drtriol Yy ergosta-6,9(11),22-trien
—BP,Sd,Bdrtriol.
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6- Se dilucida el mecanismo de la reduccién de Birch de 1,4

endoperdxidos.

7~ Se discute la autenticidad del perdxido del ergosterol
como producto natural, llegando a la conclusidn de que en

nuestro caso, el compuesto no es un artefacto.

8- Del hongo Phellinus pomaceus se aislan dos écidos grssos
que se identifican como acidos palmitico y oleico, un este-
roide: el ergosta-7,22-dien-3-ona y cuatro triterpenos pen-
taciclicos: friedelina, taraxerol, &cido ursélico y &cido
P—boswéllico, de estos cuatro triterpenos tinicamente ls frie

deline habia sido encontradas en dos especies de hongos.

9- Del hongo P. pomaceus se logran aislar dos nuevos produc
tos con un nuevo esqueleto derivado del lanostano, este se
origina por degradacién de la cadena y eliminacién de un me

tileno del anillo A.

10~ Ios dos nuevos productos se identifican como el écido -
20-0x0-4p,l4o(-dimetil~A-nor-5So-pregnen-8-en-4 -oico y el 4p
l4xdimetil~A-nor-5-pregnen-8-en-4 ,20-dicarbometoxi, que ~

denominamos &cido phellinico y ‘dimetil ester del Acido ja-

vieroico.

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

© Del



11- 3e sintetizan a partir del 4P;l4o@dimetil~A—nor—50&preg
nen-8-en-4 ,20-dicarbometoxi dos nuevos productos: el 7,11-
dioxo—4p,14d-dimetil—A—nor»So@pregnen—B—en-4 s 26~-dicarbome-
toxl y el 7,11-dioxo-4p,140@dimetil-A—nor-So&pregnen—4,20—

dicarbometoxi.

12- Se realiza un estudio de espectrometria de masas sobre

catorce esteroides de origen natural y sintético.
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QUIMICA DE HONGOS PARTE III: COMPONENTES QUIMICOS DEL BA-
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